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ABSTRAKT 
 Diplomová práce se zabývá přípravou a charakterizací nealkoholického piva s různou 
příchutí. Testováno je zde 5 ochucených a 4 neochucená komerčně dostupná piva. 
Z neochucených piv byla dále vybrána 3 nealkoholická piva, která slouţila k přípravě 
ochucených piv. Surovinami slouţícími pro tvorbu příchutí byly med, malina, zázvor a 
brusinka. Analýza byla zaměřena především na látky polyfenolické povahy a doplněna byla o 
senzorické hodnocení ochucených piv. Teoretická část se zaobírá výrobou piva, a to jak 
alkoholického, tak nealkoholického. Dále jsou zde z chemického hlediska rozebrány suroviny 
vyuţité pro dochucení piv. Analýza polyfenolů, flavonoidů, pivovarských charakteristik a 
antokyanů byla provedena spektrofotometrickou metodou. Jednotlivé látky fenolické povahy 
byly identifikovány a kvantifikovány metodou HPLC/PDA. Kyselina L-askorbová byla 
analyzována pomocí metody HPLC-NH2/UV. 
 Z výsledků vyplývá, ţe ochucením nealkoholických piv došlo ke zvýšení obsahu 
fenolických látek, askorbové kyseliny a antokyanů v závislosti na pouţitých surovinách. 
Senzorická analýza ukázala, ţe nejlépe ohodnoceným pivem bylo pivo Staropramen s příchutí 
malin, naopak úspěch nezaznamenala ochucená piva značky Bernard. 
 
 
 ABSTRACT 
 This diploma thesis deals with preparation and characterization of alcohol-free beers with 
different flavours. Five flavoured and four pure, commercially available beers were tested. 
Three alcohol-free beers were then selected and used for preparation of flavoured beers. 
Ingredients used for production of flavour were honey, raspberry, ginger and cranberry. 
Analysis was focused mainly on substances of phenolic nature. Flavoured beers were also 
tested in sensory analysis.  Ingredients used for flavouring of beers and production of both 
alcoholic and alcohol-free beers are described in theoretical part of the thesis. Analysis of 
polyphenols, flavonoids, technological characteristics and anthocyanins was performed using 
spectrophotometric method. Phenolic substances were identified and quantified by 
HPLC/PDA. Ascorbic acid was analysed by HPLC-NH2/UV.  
 Results proved an increase of polyphenols, ascorbic acid and anthocyanins during 
flavouring of alcohol-free beers in dependence of used ingredients. Sensory analysis showed 
that as the best rated was the Staropramen beer with raspberry flavour. On the contrary, 
flavoured Bernard beers were poorly rated. 
 
 
 
 KLÍČOVÁ SLOVA 
 Ochucené nealkoholické pivo, senzorická analýza, HPLC/PDA 
 KEYWORDS 
 Flavoured non-alcoholic beer, sensory analysis, HPLC/PDA 
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1 ÚVOD 
 Pivo je jiţ od pradávna velice oblíbený nápoj. Sladařství a pivovarnictví má dávný původ 
ve starověku. Prvenství vaření piva se připisuje Babyloňanům do 7. tisíciletí před naším 
letopočtem. Sumerská kultura dokládala jiţ písemně předpisy a zákonná daňová ustanovení o 
pivu na hliněných destičkách [1]. Hliněné destičky popisující tento pivovarský proces byly 
objeveny v Mezopotámii a jsou více neţ 5000 let staré. Historický je také doloţeno, ţe vaření 
piva bylo známé v Číně, Egyptě, Řecku a v neposlední řadě také mezi Slovany, Ţidy a 
Germány [2]. V průběhu času bylo pro pivovarský proces vyuţíváno různých škrobových 
rostlin, jako je kukuřice (Jiţní Amerika), sója (Indie, Persie), proso, čirok (Afrika) a rýţe [3]. 
 Výroba piva je tak stará jako dějiny civilizovaného lidstva. Co to vlastně pivo je? Jedna 
z mnoha definic charakterizuje pivo jako „slabě alkoholický cukernatý chmelený roztok“ [4]. 
 Prvním dochovaným dokladem o pivu v českých zemích je nadační listina prvního českého 
krále Vratislava II z roku 1088, kterou kolegiatnímu kostelu na Vyšehradě přiděluje desátku 
chmele na vaření piva. Je více neţ pravděpodobné, ţe pivo se v Čechách vařilo jiţ před tímto 
rokem. Historici odhadují, ţe v 16. století bylo v Čechách asi 3000 pivovárků, městských, 
klášterních a šlechtických [5]. 
 V roce 1842 byl vybudován první velký pivovar v Plzni, kde byly vhodné podmínky 
k vaření piva – voda o vhodném sloţení, chladné kamenné sklepy pro sklad piva [6]. Plzni 
jako královskému městu zaloţenému roku 1295 bylo uděleno várečné právo. Nejdříve se zde 
vařilo pivo v kaţdém „pivovárečném“ domě, ale poté si měšťané postavili společný pivovar 
[4]. Zde začal sládek Josef Grill vařit spodně kvašené pivo. Dne 5. října roku 1842 začala éra 
světoznámého světlého leţáku plzeňského typu [7]. 
 Čím se proslavilo české pivo? Jsou to především jeho senzorické vlastnosti. Lze je 
charakterizovat jako pivo světlé s chmelovou vůní, silným řízem a plností, silnou intenzitou 
hořkosti, která je poněkud drsnějšího charakteru. Dále se české pivo vyznačuje zlatavou 
barvou, jiskrnou čirostí a bohatou kompaktní pěnou. Celková vůně by měla být kompaktní 
tak, aby ţádná vůně nevynikala. V hořkosti piva musí být v rovnováze intenzita a její 
charakter [8]. 
 V říjnu roku 2008 bylo Evropskou komisí schváleno uţití chráněného zeměpisného 
označení „České pivo“. Výrobce, který obdrţel tuto ochrannou známku, musí splňovat 
parametry, jejichţ dodrţování je kontrolováno inspektorátem SZPI. Kontrola je zaměřena 
zejména na pouţívané suroviny, technologii výroby, region pěstování ječmene, chmele a 
výroby piva a celkový charakter výsledného výrobku [9]. 
 
Obrázek 1: Parametry pro pivo s ochrannou známkou zeměpisného označení [10] 
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 Nealkoholické pivo tvoří v současné době nejdynamičtější část trhu s pivy. Oblíbenější je 
především pro svou zvyšující se kvalitu Pito, které vzniklo z potřeby nabídnout 
nealkoholickou alternativu  piva především pracovníkům náročných provozů a řidičům. 
Nealkoholické pivo se v posledních letech stává nápojem, který stále častěji objevují i 
sportovci jakoţto přírodní energetický a iontový nápoj. Rok od roku vzrůstá spotřeba nealko 
piva, především na úkor dţusů a limonád [11]. 
 Cílem předloţené práce je připravit a z chemického hlediska charakterizovat nealkoholická 
piva s různými příchutěmi. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Historie pivovarnictví v Čechách 
2.1.1 Humpolec 
 Humpolecký pivovar byl zaloţen jiţ v 16. století. V roce 1991 se Stanislav Bernard, Josef 
Vávra a Rudolf Šmejkal pustili do oţivení humpoleckého pivovaru. Takto obnovený pivovar 
nese název Bernard. Od roku 2000 působí jako akciová společnost a v červenci 2001 navýšili 
základní jmění vstupem strategického partnera Duvel Moortqat z Belgického království. 
Pivovar Bernard je výjimečný především výrobou nepasterizovaného piva a také širokou 
škálou piv nealkoholických včetně ochucených piv s příchutí Švestka a Višeň [7, 13]. 
2.1.2 Smíchov 
 V roce 1869 byl na praţském Smíchově zaloţen pivovar Staropramen. Značku Staropramen 
si zaregistroval aţ v roce 1911. Dnes je čtvrtým největším pivovarem u nás. Vyrábí se zde 
světlý leţák, tmavý leţák a polotmavý leţák – Staropramen Granát. Smíchovský pivovar je 
také významný producent nealkoholického piva a také piva ochuceného s příchutí citrónu a 
grepu [14]. 
2.1.3 Protivín 
 Schwarzenberský pivovar v Protivíně býval největším pivovarem Prácheňska. První 
písemná zmínka pochází z poloviny 16. století. V listopadu roku 1540 věnoval Jan z Perštejna 
Ondřejovi Ungnadovi ze Sineku a jeho manţelce Bohunce „statek protivínský se vším 
příslušenstvím i s krčmami od panství hlubockého k pivovaru protivínskému obrácenými“. 
Roku 1711 přešel pivovar do vlastnictví kníţecího rodu Schwarzenbergů. Nejslavnější období 
protivínského pivovaru přišlo na přelomu 19. a 20. století. Pivo se v té době vyváţelo nejen 
do celého Rakouska-Uherska, ale i do zámoří. V té době měl pivovar své vlastní sklady 
v Praze, Plzni, Vídni, Terstu, Záhřebu, Berlíně, New Yorku. V roce 1948 došlo ke znárodnění 
podniku. V červnu roku 2000 byl pivovar prodán městu Protivín, které se stalo stoprocentním 
vlastníkem. Od tohoto roku docházelo k častým výměnám vlastníků, v roce 2008 došlo 
ke koupi pivovaru firmou Brewery Group, která se rozhodla zde vařit svůj nový leţák 
Lobkowicz Premium. V březnu roku 2010 začal pivovar produkovat nealkoholické pivo 
s názvem Lobkowicz Premium Nealko [10]. 
2.2 Suroviny pro výrobu piva 
2.2.1 Chmel 
 Chmel byla původně planě rostoucí rostlina známá jiţ od starověku, za jeho pravlast se 
povaţuje Mezopotámie, níţiny Kavkazu a jiţní Sibiř. Od počátku našeho letopočtu se začal 
pěstovat jako kulturní rostlina. Staří Římané jej nazývali „lupus salictarus“. Jeho léčebné 
účinky dokládají jiţ staré herbáře, kde je mu připisován pozitivní vliv pří léčbě ledvin, jater, 
čištění krve a podobně. O konzervačních účincích chmele a pozitivním vlivu na senzorické 
vlastnosti piva hovoří jiţ spis „Physica“ z 11. století [4]. Chmel je rostlina vytrvalá, na 
jednom pozemku vytrvá 20 aţ 30 let. Od zhruba 15. roku se jeho výnosy sniţují. Chmel je 
rostlinou dvoudomou, v chmelnicích jsou pěstovány pouze samičí rostliny [15].  
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 Hlávky samičích rostlin chmele (Humulus lupullus L.; čeleď Cannabinaseae) jsou jednou 
ze základních surovin pro výrobu piva, zajišťují jeho typickou hořkost, plnost chutí a vůní. 
Kromě těchto hořkých látek se do piva z chmele extrahují také látky významné z pohledu 
moderní farmakologie a lékařství, a to zejména látky polyfenolické povahy [16]. 
 
2.2.1.1  Odrůdy chmele 
 Z širšího hlediska rozdělujeme odrůdy chmele do 4 skupin: 
Velmi jemné aromatické odrůdy – nízký obsah α-hořkých kyselin, vhodné zejména 
pro závěrečnou dávku chmelení. Typickým představitelem je poloranný ţatecký 
červeňák; 
Aromatické odrůdy – obsah α-hořkých kyselin přibliţně 5 – 8 %, vhodné pro druhou 
dávku chmelení; 
Obsažné (hořké) odrůdy – obsah α-hořkých kyselin 8 – 12 %, vhodný pro první 
dávku chmelení; 
Vysokoobsažné odrůdy – obsah α-hořkých kyselin přibliţně 12 – 16 %, vhodné 
zejména na výrobu chmelového extraktu pro první dávku chmelení. 
 
 Poloranný ţatecký červeňák je velmi aromatický a jemný chmel. Hlávky se vyznačují 
vynikající kvalitou, především jemností stavby hlávky, typickou pravou jemnou vůní a 
vysokým obsahem lupulinu, malým podílem balastních sloţek, vynikajícím účinkem v chuti 
piva a příznivými technologickými vlivy při vaření piva [15]. 
2.2.1.2 Látkové složení chmele 
 Chemické sloţení chmele záleţí na odrůdě, původu, ročníku a způsobu posklizňové 
úpravy [1]. 
 Sklizený chmel obsahuje 72 – 82 % vody a je sušen při teplotě max. 50 °C tak, aby konečná 
vlhkost nepřesahovala 12 %. Optimální vlhkost chmele je 8 – 12 % hm. Při nízkém obsahu 
vody jsou chmelové hlávky křehké a při mechanickém namáhání se snadno rozplavují 
na vřeténka a listeny, coţ vede k velkým ztrátám lupulinu a značnému znesnadnění 
zpracování u dalších operací. Sušení se provádí v sušárnách komorových a pásových. 
V pásové sušárně dochází ke kontinuálnímu sušení pomocí ohřátého vzduchu, kde je chmel 
umístěn na pohybujícím se roštu v několika teplotních zónách. Komorová sušárna je 
vsádkové zařízení, ve kterém dochází k prostupu sušícího vzduchu vrstvou vlhkého chmele. 
 Chmelové pryskyřice jsou nejvýznamnější sloţkou v hlávkách, neboť jsou zdrojem hořkosti 
piva. Můţeme je rozdělit na měkké a tvrdé pryskyřice [15]. 
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2.2.1.3 Chmelové výrobky 
 Chemická nestabilita, relativně nízká účinnost vyuţití nejdůleţitějších chmelových sloţek 
při výrobě piva, vysoké nároky na skladovací podmínky a obtíţná manipulovatelnost 
s hlávkovým chmelem byly hlavní motivací postupného vývoje upravených chmelových 
výrobků [1]. Dalším aspektem pro pouţívání těchto produktů jsou také ekonomické  
důvody – skladování, dávkování, cena, ale také vyšší senzorická hořkost a odolnost vůči 
světelné degradaci [17]. Dle způsobu výroby lze rozdělit tyto produkty do tří skupin: 
 
 Výrobky připravené mechanickými úpravami hlávkového chmele: 
- Granulované chmele představují skupinu chmelových výrobků, které se 
svým charakterem, a aţ na koncentraci důleţitých sloţek i svým 
chemickým sloţením, nejvíce podobají zpracovávaným chmelům. 
 Výrobky připravené fyzikálními úpravami přírodního hlávkového chmele: 
- Chmelové extrakty jsou v současné době široce rozšířené pro výrobu téměř 
všech druhů piv. Vyuţívá se CO2 extrakce z granulovaného chmelu, 
preparáty chmelových silic. 
 Výrobky připravené chemickými úpravami: 
- Připravují se řízenou izomerací, redukcí a hydrogenací α-hořkých kyselin. 
Zde je pouţití omezeno technologickými a legislativními poţadavky. 
 
 Při vyuţití chmelových výrobků je nutné přizpůsobit technologii pivovarského procesu. 
Velmi důleţitými kroky jsou zejména dávkování chmelových preparátů, dále pak délka a 
teplota chmelovaru a hodnota pH mladiny [18]. 
2.2.2 Ječmen 
 Původně se ječmen pouţíval především k zajištění lidské výţivy, ale byl vyuţíván také jako 
léčivá rostlina pro své protizánětlivé a antiseptické účinky. V naší zemi je o ječmeni zmínka 
jiţ z 2. poloviny 10. století, kde šlo pravděpodobně o ječmen dvouřadý, ale pro výrobu piva 
byla tehdy vyuţívána pouze pšenice. Sladování ječmene se rozšiřuje asi od 17. století [15]. 
Na přelomu 19. a 20. století byl na Moravě ječmen nejdůleţitější obilovinou a zároveň 
exportní plodinou [1]. 
 Kvalita ječmene je hodnocena dle daných parametrů. Hodnoceny jsou především dusíkaté 
látky pocházející ze zrna ječmene, extrakt v sušině sladu, relativní extrakt při 45 °C, 
diastatická mohutnost, dosaţitelný stupeň prokvašení, Kolbachovo číslo a obsah β-glukanů 
ve sladině. Důleţitou vlastností sladovnického ječmene je silná enzymatická aktivita, vysoký 
obsah extraktu a vysoký dosaţitelný stupeň prokvašení. Poţadavky kladené na sladovnický 
ječmen jsou blíţe popsány v normě ČSN 46 1100-5[19]. 
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Obrázek 2: Zrno ječmene [1] 
2.2.3 Voda  
 Kvantitativně je voda co do mnoţství hlavní surovinou pro výrobu piva. Pro výrobu 
kvalitního a senzoricky uspokojivého piva je nutné zajistit takovou vodu, aby neohrozila 
konečnou chuť výrobku. Jako varní vodu lze pouţívat vodu spodní nebo povrchovou.  
 Spodní vodu dělíme dle způsobu získání na pramenitou, studniční a infiltrační z vrtů poblíţ 
povrchových zdrojů. Tato voda se vyznačuje nízkým obsahem organických látek, vyšším 
obsahem iontů, přítomností rozpuštěných plynů a nízkým obsahem mikroorganismů. 
 Povrchová voda je často zakalená s obsahem rozpuštěných a koloidních látek organického a 
anorganického charakteru. Často zde bývají přítomny ve zvýšené míře mikroorganismy a 
řasy. 
 Podzemní vody často obsahují Fe2+ a Mn2+, někdy téţ rozpuštěný CO2. Tyto sloţky je 
nutné před pouţitím pro pivovarskou výrobu odstranit. Odstraňování probíhá na česlích, 
případně sítech.  Ionty jsou odstraněný koagulací a vzniklý kalový mrak je odstraněn pomocí 
sedimentace. Menší částice jsou odstraněny filtrací přes vrstvu zrnitého materiálu, jako je 
například písek. Mikrobiální nezávadnost zajišťuje chlorování, aplikace oxidu chloričitého, 
působením ozonu nebo UV paprsků [1]. 
 
Obrázek 3: Chemické složení významných pivovarských vod [1] 
14 
 
2.2.4 Kvasinky 
 Kvasinky jsou jednobuněčné organismy. Z hlediska taxonomického zařazení patří do říše 
Eukaryota, řád Fungi, třída Ascomycetes, čeleď Saccharomycetaceae a podčeleď 
Saccharomtcoideae.  Výběr kmene kvasnic pro výrobu piva je jedním z rozhodujících faktorů 
ovlivňujících technologii výrob a výsledný charakter hotového výrobku [1]. 
 Pro výrobu piva jsou pouţívány kvasinky Saccharomyces cerrevisiae Hansen a 
Saccharomyces carlsbergensis Hansen. Pro kvasinky Saccharomyces carlsbergensis Hansen 
je typické spodní kvašení, při kterém dochází ke konci procesu ke shlukování ve vločky a 
následné sedimentaci na dně nádoby. Optimální podmínky jsou 6 – 8 °C, přičemţ kvašení 
ustává aţ při teplotě 0 °C. Tvar kvasinek je oválný, kulatý a mění se v závislosti 
na podmínkách kultivace. Jednou z nejdůleţitějších vlastností u kvasinek je schopnost 
flokulace a následné sedimentace [1,20]. Pivovarské kmeny kvasinek jsou velice citlivé 
na zvýšené teploty a jejich metabolické dráhy a membránové struktury jsou přizpůsobeny 
růstu při niţších teplotách [21]. 
 Nejdůleţitější ţivinou pro pivovarské kvasinky jsou sacharidy, které tvoří 90 % mladiny. 
Ve většině případů je nejdříve zkvašována glukosa, fruktosa a sacharosa, dále pak maltosa a 
maltotriosa. Kvasinky za anaerobních podmínek zkvašují maltosu výhradně podle Embden-
Meyerhof-Parnasova schématu. Naopak v aerobním prostředí probíhá odbourání cukru ještě 
podle Warburg-Dickens-Horeckerova schématu, které navazuje na pentosový cyklus [22]. 
2.3 Výroba piva 
 Výrobu piva můţeme rozdělit do dvou hlavních fází. První fáze je fáze výroby sladu, který 
je pouţit v navazující druhé fázi, kde dochází k vaření samotného piva. Oba dva zmíněné 
kroky budou v následujících kapitolách popsány. 
2.3.1 Sladovnictví 
 Nedílnou součástí pivovarského sektoru je sladovnictví. Největším producentem sladu 
v České republice jsou sladovny Soufflet ČR, na tuzemské produkci se podílejí aţ 71,9 %. 
Český slad se vyuţívá také v zahraničí, přičemţ nevýznamnějšími odběrateli jsou Polsko, 
Spolková republika Německo, Velká Británie, Kuba, Rusko a Maďarsko. Za posledních 6 let 
se Česká republika stala čtvrtým nejvýznamnějším exportérem sladu v rámci EU [5]. 
Nejvýznamnější druh sladu se nazývá plzeňský (český slad) [20]. 
 Výroba sladu je řízený proces klíčení a hvozdění, při kterém je cílem dosáhnout v zrnu 
nahromadění enzymů, aromatických a barevných látek, nutných pro výrobu samotného piva 
[23]. 
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Obrázek 4: Proces výroby sladu [20] 
2.3.1.1 Příjem, čištění a třídění ječmene [1, 20, 23] 
 Příjem ječmene se provádí z valníků, nákladních automobilů nebo vagonů. Z příjmových 
košů se ječmen dopravuje k předčištění, čištění a uloţení do sil. Na dopravu ve sladovně se 
pouţívají elevátory, šnekové dopravníky, dopravní pásy nebo pneumatická doprava. 
 Z příjmových košů jde ječmen na předčištění, kde je odstraněn prach, lehké části a kovové 
části. Ze zásobníků je předčištěný ječmen taţen na čističku a třídičku. Čištění probíhá ve dvou 
stupních. Nejprve dochází k odstranění hrubých nečistot na vibrujících sítech aspirátoru, poté 
cizích a nakonec jemných příměsí. Nakonec jsou na triéru odstraněny půlky ječných zrn a 
kulatá zrna různých plevelů. 
 Třídění ječmene podle velikosti zrn má velký technologický význam pro docílení 
jednotného máčení, klíčení a získání homogenního sladu. Ječmen se dělí na I. a II. třídu podle 
velikosti zrn. 
 I. třída – velikost zrn nad 2,5 mm 
 II. třída – velikost zrna 2,2 – 2,5 mm 
 Propad – zrna pod 2,2 mm a jiné příměsi 
 Po vyčištění a vytřídění kontrolované partie ječmene se zváţí získané podíly sladovnického 
ječmene, odpadů i zadiny a jejich hmotnostní mnoţství se vyjádří v procentech původního 
ječmene. Vytříděný ječmen je taţen přes automatickou váhu do sil, dle odrůd a kvality.  
Sila bývají vyrobena z ţelezobetonu. Při skladování všech obilovin hraje největší roli obsah 
vody a teplota zrna, dále pak stupeň poškození obilek, kvalita čištění. Ječmen se u nás sklízí 
obvykle s 13 aţ 17 % vody. Uvádí se, ţe 14 % vody je kritický bod, jehoţ překročením se 
uvedou do chodu různé biochemické reakce. 
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2.3.1.2 Máčení ječmene [1, 20, 23] 
 Cílem máčení je zvýšit řízeným způsobem obsah vody v zrnu pro zahájení enzymatických 
reakcí a pro klíčení zrna, při únosné spotřebě vody odstranit splavky a lehké nečistoty, umýt 
zrno a ze zrna vylouţit neţádoucí látky. Máčení se povaţuje za nejdůleţitější krok výroby 
sladu rozhodující o kvalitě sladu. Máčení ječmene probíhá v náduvnících z legované oceli. 
 
 Kónické náduvníky 
 Ploché náduvníky 
 Wildovy náduvníky 
 
Obrázek 5: Kónický náduvník [1] 
 
 Máčírna můţe být jednodenní (max. 24 hodin) i vícedenní. Máčírna dvoudenní, případně 
třídenní můţe být přepouštěcí nebo přečerpávající. V máčírně přepouštěcí jsou náduvníky 
umístěny pod sebou a ječmen s vodou se samospádem přepustí do náduvníku dalšího dne. 
Máčírna přečerpávající má náduvníky umístěny v jednom, případně ve dvou patrech a ječmen 
s vodou se šetrně pomocí čerpadel přečerpává z namáčecího do vymáčecího náduvníku. 
Ve sladovnách se ale více vyuţívá dvoudenních přepouštěcích náduvníků. 
 K máčení se pouţívá voda o maximální tvrdosti 6,25 mmol/l a neutrální reakci. Rychlost 
příjmu vody zrnem ovlivňuje teplota vody, velikost zrna, jeho struktura a provětrávání 
ječmene. 
2.3.1.3 Klíčení ječmene  
 Cílem sladařského klíčení je aktivace a syntéza enzymů a docílení poţadovaného rozluštění 
zrna. Rezervní látky zrna jsou při skladování a před zahájením skladování ve stabilní 
molekulové formě. 
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a) Tvorba enzymů – je nejdůleţitějším procesem při klíčení. Podmínkou pro syntézu 
nových enzymů je zajištění dostatečné metabolické energie, která se získává 
oxidačním odbouráváním zásobních látek. Jelikoţ dýchání i nárůst enzymové aktivity 
probíhá současně, při dostatku kyslíku v průběhu máčení a počátečním stádiu klíčení 
vede k tvorbě vysoce enzymatického sladu. Nárůst aktivity je iniciován 
prostřednictvím činnosti fytohormonů. Tyto hormony se skládají z kyseliny giberelové 
a dalších příbuzných látek, které putují přes endosperm do aleuronové vrstvy. 
Tam dochází k vzniku nových volných aminokyselin a enzymů. Výjimkou je jen 
enzym β-amylasa, který je tvořen volně v endospermu. 
b) Růstové změny a projevy růstu – v ječmeni musí proběhnout posklizňové dozrávání, 
které trvá kolem 6 aţ 8 týdnů. V pneumatických sladovnách dochází k vymáčení 
ječmene s obsahem vody kolem 42 %, u humnových sladoven je tento obsah zhruba 
44 %. Po obeschnutí ječmene dojde na humnech k pokropení a obrácení. Světlý slad 
plzeňského typu má pak obsah vody 43 – 45 %, pro výrobu sladu bavorského je to 
v rozmezí 48 – 50 % [1]. 
2.3.1.4 Hvozdění sladu [1, 23] 
 Hvozdění je závěrečnou fází výroby sladu. Zelený slad je na hvozdě nejprve předsušen 
při teplotách do 60 °C a následně pak vyhřát a dotaţen při teplotách od 80 °C do 105 °C. 
Cílem hvozdění je převést zelený slad s vysokým obsahem vody do skladovatelného stavu. 
Cílem je zastavit ţivotní a luštící pochody v zrně a vtvořit aromatické barevné látky, 
charakteristické pro jednotlivé slady. 
 Při hvozdění probíhají ve sladu hluboké fyzikální a chemické změny závislé na teplotách, 
obsahu vody a rychlosti jejího odstraňování. 
a) Fáze předsoušení sladu – na 10 – 12 %, při teplotách vstupujícího vzduchu  
max. 55 °C. 
b) Fáze zvyšování teplot a dotahování sladu – tento krok je velmi důleţitý pro tvorbu 
aromatických a barevných látek charakteristických pro druh sladu. Dochází zde 
k odsoušení jiţ vázané vlhkosti ze zrna, coţ závisí na kvalitě hvozdění sladu, neboli 
na stupni rozluštění zrna. 
c) Fáze růstová – obsah vody v zrně je vysoký a teplota sušení nepřekročila 40 °C. 
Příznivé podmínky pro luštění zrna a pro růst kořínku a střelky. 
d) Fáze enzymatická – sníţení obsahu vody pod 20 % při teplotách 40 – 60 °C. Dochází 
k zastavení růstu střelky, ale enzymové reakce pokračují. 
e) Fáze chemická – obsah vody se sniţuje pod 10 % při teplotách nad 60 °C, v zrně 
probíhají pouze reakce chemické a vznikají barevné a aromatické sloučeniny, které 
jsou charakteristické pro daný slad. 
2.3.1.5 Odkličování sladu  
 Na hvozdění navazuje odkličování sladu, při němţ se slad zbaví kořínků, poškozených zrn 
a prachu, současně dochází k dochlazení a poté uskladnění do sladových sil. Z hvozdu se 
usušený slad dostává do zásobníku, ze kterého se přivádí na odkličovačky. Zde dochází 
k odlamování kořínků označující se jako sladový květ. Sladový květ, rozdrcený slad a pluchy 
vypadávají perforovaným pláštěm do spodní části odkličovačky. Sladový květ je hojně 
vyuţíván jako hodnotné bílkovinné krmivo. 
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 Hotový slad je podroben laboratornímu rmutování, aby se zajistila enzymová mohutnost. 
Kromě toho se také hodnotí mechanické znaky, fyzikálně chemické a biochemické 
charakteristiky. Další krok před expedicí je leštění, zbavování prachu a nečistot [1]. 
 
2.3.1.6 Druhy sladu 
 Od běţných světlých a tmavých sladů se odlišují speciální slady charakteristické zejména 
enzymovou aktivitou, redoxní kapacitou, kyselostí, barvou a vůní. Základními typy sladů jsou  
 Plzeňský (světlý) 
 Bavorský (tmavý) 
 Vídeňský (mezityp) 
 Dortmundský – pro velmi tvrdou vodu. 
Speciálními typ sladů jsou  
a) Karamelový slad – vysoký obsah aromatických a barevných sloţek, výroba 
polotmavých a tmavých piv. 
b) Barevný slad – ovlhčený slad se nechá zcukřit při 60 – 80 °C a poté je teplota 
postupně zvyšována aţ na 225 °C. Tento slad se pouţívá pro výrobu tmavých piv. 
c) Diastatické slady – mají vysokou enzymovou aktivitu a je vyroben z ječmenů a 
pšenice lehčího zrna s vysokým obsahem bílkovin. Vyuţívají se při zpracování 
enzymově chudých sladů. 
d) Pšeničný slad  - tento slad se vyuţívá pro přípravu speciálních „bílých“ piv[1, 23]. 
2.3.2 Pivovarnictví 
 Pivo je pěnivý alkoholický nápoj sycený oxidem uhličitým, který vzniká při kvašení. 
Vyrábí se spodním kvašením mladiny získané ze sladu, chmelu a vody. Podle obsahu 
alkoholu, způsobu pouţití a dle data trvanlivosti rozeznáváme piva výčepní, flašková, 
pasterizovaná a bez pasterizace [1]. 
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Obrázek 6: Schéma výroby piva [20] 
2.3.3 Výroba mladiny 
 Cílem přípravy mladiny je převést za pomoci enzymů extraktivní látky ze sladu a chmele 
v optimální míře a sloţení [1]. 
2.3.3.1 Šrotování 
 Šrotování sladu je operace čistě mechanická. Cílem je zde dokonalé vymletí endospermu 
sladu při zachování celistvosti obalových částí zrna. Endosperm sladu by měl být velmi jemně 
rozemletý, jelikoţ se z něj získává základní podíl extraktu mladiny. Při rozdrcení zrn 
ve šrotovníku by měl být získán optimální poměr jemných a hrubších částic při zachování 
celistvosti pluch, které jsou důleţité jako filtrační materiál při scezování. Jemnost šrotu má 
vliv na činnost sladových enzymů. 
 Ze sil je slad dopravován mechanický nebo pneumaticky. Pro čištění jsou vyuţívány 
aspirátor, nebo dva samostatné, za sebou řazené stroje – čistička a odkamenovač [1,23] 
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2.3.3.2 Vystírání 
 Vystíráním dochází k důkladnému promíchání sladového šrotu a vody. Takzvané sypání je 
mícháno se studenou vodou ve vystírací kádi a později je přidávána horká voda tak, aby 
konečná teplota byla v rozmezí 35 – 38 °C [23]. Tato teplota je nejpříznivější pro zvýšení 
kyselosti vystírky, často je nazývaná kyselinotvorná. 
2.3.3.3 Rmutování 
 Cílem rmutování je převedení ţádoucích sloţek extraktu varních surovin do roztoku. 
Probíhají zde mechanické, chemické, fyzikální a hlavně enzymatické procesy. Rozhodující je 
činnost amylolytických, proteolytických a kyselinotvorných enzymů. K štěpení škrobu 
dochází ve třech krocích. 
a) Nabobtnání a zmazovatění škrobu 
b) Ztekucení škrobu při teplotě 65 – 70 °C 
c) Zcukření škrobu, které je zajištěno hydrolytickým působením komplexu amyláz. 
Dochází k tvorbě různých podílů jednotlivých cukrů ve výsledné sladině – přítomny 
jsou maltóza, hexóza, sacharóza, niţší a vyšší dextriny. 
 Optimální teplota rmutování je 55 – 60 °C, pH rmutu by nemělo klesnout pod hodnotu 5,4. 
Nedodrţením podmínek můţe dojít k inaktivaci enzymů, zejména α-amylasy jsou citlivé 
na změnu pH. Při přesáhnutí teploty je riziko inaktivace β-amylasy. 
Rmutovací soustava se skládá z jedné aţ čtyř nádob [1, 20]. 
 
Obrázek 7: Schéma rmutovací soupravy [1] 
2.3.3.4 Scezení 
 Odrmutované dílo lze popsat jako hustou suspenzi mláta ve vodném roztoku extraktivních 
látek, tedy ve sladině. Při scezování je nutné tyto dvě sloţky co nejlépe rozdělit. 
a) Stahování „předku“, při kterém je získán hlavní podíl extraktu – zisk sladiny 
s vyuţitím mláta jako filtračního materiálu. 
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b) Vyluhování mláta, při kterém je získán zbytek extraktu – zisk výstřelků promytím 
mláta vodou o teplotě 75 °C (90 – 120 min), tento proces je nazýván „vyslazením“. 
 Samotný proces probíhá v scezovacích kádích s dvojitým dnem a systémem 
odvodných trubek. 
 
Obrázek 8: Schéma scezovací kádě s jednokruhovým scezováním [1] 
2.3.3.5 Chmelovar 
 Sladina získaná v předchozím kroku se vaří s chmelem v mladinové pánvi. Cílem je 
zkoncentrování mladiny, sterilizace, koagulace vysokomolekulárních látek a převod hořkých 
látek chmelu do roztoku.  Při pouţití klasické mladinové pánve s topným dnem je celkový 
odpar 8 – 10 % a doba varu 90 – 120 minut. Dalším důleţitým faktorem je pokles hodnoty pH 
a nárůst barvy. V průběhu chmelovaru klesá hodnota pH o 0,15 – 0,25. Tento pokles příznivě 
ovlivňuje koagulaci bílkovin. Tmavnutí podporuje vyšší pH a přítomnost většího mnoţství 
polyfenolů. Vznikající látky bývají označovány jako produkty Maillardových reakcí. Zároveň 
dochází k produkci redukujících látek, které jsou označovány jako reduktony. S rostoucím 
mnoţstvím těchto látek se zvyšuje koloidní a chuťová stabilita piva [1,23]. 
 Zastoupení jednotlivých produktů ve chmelovém sypání na várku je obvykle dáno 
kompromisem mezi kvalitativními a ekonomickými poţadavky. Nejdraţší bývají α-hořké 
kyseliny vnesené do dávky aromatickým chmelem, nejlevnější jsou pak chmelové extrakty. 
Podíl aromatického chmele je tak často omezen na závěrečnou dávku chmele, zbývající α-
hořké kyseliny jsou dodány ve formě jednosloţkového chmelového extraktu. Ten sniţuje 
obsah vlákniny a polyfenolů v mladině [1]. 
2.3.3.6 Chlazení mladiny 
 Chlazením mladiny dochází k odstranění hrubých a jemných kalů. Součástí tohoto procesu 
je také provzdušnění a zchlazení mladiny na zákvasnou teplotu 5 – 7 °C. Při chlazení dochází 
k vylučování hrubého kalu, jehoţ hlavními sloţkami jsou bílkoviny, hořké látky a polyfenoly. 
Jemný kal obsahuje zejména polysacharidy a v malém mnoţství také sloţky hrubého kalu. 
Chlazení zajišťují vířivá káď a deskové chladiče. Vířivá káď je vyrobena z nerezové oceli, 
izolována s rovným nebo mírně skloněným dnem, do kterého se tangenciálně vhodnou 
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rychlostí čerpá mladina. Dochází tak k rotačnímu pohybu a tvorbě kalového kuţelu na dně 
kádě[1, 20, 23]. 
2.3.3.7 Kvašení piva 
 Kvašení mladiny probíhá ve dvou krocích. Prvním krokem je hlavní kvašení ve spilce a 
druhým je dokvašení v leţáckých sklepech [1]. 
2.3.3.8 Hlavní kvašení 
 Cílem kvašení je řízená přeměna sacharidů na alkohol a oxid uhličitý a současná tvorba 
organoleptických vlastností piva. Kvašením je tvořen chuťový charakter piva, a to především 
tvorbou vyšších alkoholů, esterů, ketonů, aldehydů, sloučenin síry. 
 Prostor kde dochází ke kvašení, je nazýván spilka. Spilka musí být větraná, aby 
nedocházelo k hromadění CO2. Dalším důleţitým parametrem spilky je její chlazení. 
Zde dochází k chlazení celého prostoru spilky a současnému chlazení jednotlivých kádí. 
Kvašení ve spilce je tvořeno ze čtyř fází. 
a) Zaprašování – nastává o 12 hodinách zakvašení, vyznačuje se tvorbou pěny. 
b) Po 2 – 3 dnech dochází k tvorbě bílých krouţků při tvorbě maximálního mnoţství CO2 
c) Po přibliţně třetím dni dochází k tvorbě hnědých krouţků, způsobených vysráţenými 
kaly. 
d) Přepadávání deky – je znakem sedimentace kvasnic. 
 Celková doba kvašení bývá 6 – 10 dní. Nejmodernějším zařízením jsou cylindrokónické 
nerezové tanky umístěné v místnosti zvané spilka. Počet dnů kvašení odpovídá počtu stupňů 
mladiny. Na konci hlavního kvašení dochází k sedimentaci kvasinek na dno kvasné kádě. 
Kvasinky se po odčerpání piva odebírají a propírají studenou vodou a znovu je lze nasadit 
(aţ 5x). Vzniklý oxid uhličitý je odváděn do stáčírny, kde je vyuţíván ke stáčení piva [1, 23]. 
2.3.3.9 Dokvašování a zrání 
 Cílem dokvašování a zrání piva je pomalé zkvašování sacharidů za nízkých teplot. Tento 
proces probíhá v leţáckém sklepě v ocelových sudech, případně nerezových tancích. Leţácký 
sklep by měl mít opět zajištěné odvětrávání, teplotu v rozmezí -2 aţ +3 °C. Leţácké tanky 
jsou válcovité nádoby uloţené do spádu k výpustnímu otvoru. 
 Velmi důleţité při dokvašování piva je čiření, které ovlivní průběh filtrace, pěnivost piva, 
chuť piva a koloidní stabilitu. Velký význam má čiřící plocha, která je dána geometrií nádob, 
obsahem kvasnic a bublinek CO2. Čiření probíhá mechanickým vylučováním kalů, adsorpcí 
na povrch a řadou fyzikálně chemických reakcí. 
 Mladé pivo dokváší při 1 – 3 °C, čiří se, zraje a sytí CO2 na optimální hodnotu 0,5 %. Oxid 
uhličitý dodává pivu plnost a říz. Doba tohoto procesu trvá 14 dní. Poté je nutná fixace oxidu 
uhličitého. Proto celková doba leţení trvá u 10° světlých piv 3 týdny, u leţáků 55 – 70 dní, 
u speciálních a silně chmelených piv 3 – 4 měsíce [1,23]. 
2.3.3.10 Filtrace piva 
 Cílem filtrace je upravit pivo před stáčením tak, aby se po dobu několika měsíců nezměnila 
jeho čirost v transportním obalu, který byl vhodným způsobem skladován. Dochází tak 
k oddělení zákalotvorných částic a zbylých kvasničných buněk, případně bakterií [1]. 
 Nejčastěji vyuţívanou filtrací je náplavová křemelinová filtrace. Základní náplav se 
provádí hrubou křemelinou, která je naplavována vodou, dokud není vytvořena souvislá 
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vrstva. Celý proces je opakován ještě jednou. Z důvodu udrţení průtočnosti filtrátu základním 
náplavem se přidává směs křemeliny k filtrovanému pivu. Předpokladem úspěšné 
křemelinové filtrace je vyloučení tlakových nárazů a rychlostí změny průtoku filtrovaného 
piva po celou dobu filtračního cyklu [23]. 
 
Obrázek 9:Náplavy křemeliny [1] 
2.3.3.11 Stáčení piva 
 Cílem stáčení je přelití dokvašeného a chuťově vyzrálého, zfiltrovaného piva do 
transportních nádob. Pasterizace a aseptické plnění piva zabezpečí mikrobiální stabilitu piva. 
Jako transportní nádoby jsou pouţívány sudy, láhve, plechovky nebo tanky. 
 Pasterační jednotka je definována jako pasterační účinek tepla působící při teplotě 60 °C 
přesně 1 minutu. Samotná pasterace se provádí v pasterech (průtokový, tunelový). 
V pivovarech s niţší produkcí piva často nahrazuje pasteraci takzvaná mikrofiltrace. Tento 
proces je sice technicky náročnější, ale šetrnější vůči organoleptickým vlastnostem piva. 
Podstatou je přefiltrování hotového piva přes speciální mikrobiální membránu při teplotě 
2 °C. Dojde tedy k zachování nutričních parametrů, které by byly během pasterace 
znehodnoceny [23]. 
2.4 Výroba nealkoholického piva 
 V poslední době dochází k nárůstu prodeje nealkoholických piv. Snahou výrobců je vyrobit 
produkt co nejvíce podobný klasickému pivu. Této snaze stojí v cestě značný vliv alkoholu 
na chuť piva a tzv. mladinová chuť [24]. 
2.4.1 Historie nealkoholického piva 
 První pokusy vyrobit nápoj, který by svou chutí, vůní a barvou připomínal pivo, ale 
neobsahoval alkohol, se objevily v USA ve 20. a 30. letech minulého století, tedy v období 
prohibice. Dalším impulsem je trvalý poţadavek islámského světa mít k dispozici nápoj 
na bázi piva, ale striktně bez alkoholu. V neposlední řadě je tu potřeba mít moţnost napít se 
piva a přitom dodrţet zákaz poţívání alkoholu při řízení motorových vozidel. 
 Základním problémem, který limitoval spotřebu nealkoholického piva, byla především jeho 
kvalita, chuť a další atributy, které ke skutečnému pivu neodmyslitelně patří. Technologie 
výroby nealkoholického piva dlouho neumoţňovala dosáhnout poţadovaných vlastností. 
V Československu vznikla společenská poptávka po nealkoholickém pivu začátkem 70. let 
20. století. Poţadavkem bylo vyvinout nápoj na bázi piva s obsahem alkoholu do 0,5 % 
(klasický leţák má více neţ desetkrát tolik), jenţ by mohli pít řidiči a pracovníci v horkých 
provozech, a který by zároveň zachoval vysoký obsah látek ceněných u piva, jako jsou 
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polyfenoly, minerály a vitaminy. Cílem zároveň bylo, aby se nový nápoj chuťově co nejvíce 
přibliţoval běţnému pivu. Výzkumem a následně výrobou začal tým v Jihočeských 
pivovarech v Českých Budějovicích pod vedením výrobního náměstka a technologa Karla 
Bočka. Nápoj dostal název Pito, který vznikl spojením první a poslední slabiky slov "pivo" a 
"auto". V roce 1975 byly vystaveny první 3000 hl Pita a v roce 1980 výstav Pita činil jiţ cca 
43 tisíc hektolitrů. Sám Budvar začal s výrobou nealkoholického piva aţ v roce 1992. Jeho 
výroba nyní pokračuje v Budějovickém měšťanském pivovaru [25]. 
2.4.2 Způsoby výroby nealkoholického piva [26, 27, 28] 
 Metody výroby nealkoholického piva můţeme rozdělit do dvou hlavních skupin. Jednou 
z nich je fyzikální metoda zaloţena na šetrném odstranění alkoholu z tradičně vyrobeného 
piva. Další jsou metody biologické, kde nejrozšířenější je metoda limitované fermentace. 
 
Obrázek 10: Schéma možností výroby nealkoholického piva [26] 
2.4.2.1 Proces odstranění alkoholu 
 Odstranění alkoholu z piva vyrobeného tradiční metodou lze provést dvěma způsoby. Jedná 
se o odstranění alkoholu zvýšením teploty nebo vyuţitím membrán. 
a) Vakuová destilace – Vakuové destilaci předcházela běţná destilace 
za atmosférického tlaku. Z důvodu sníţení kvality chuti hotového piva došlo 
k nahrazení vakuovou destilací. Zde dochází ke sníţení tlaku a je tedy moţné 
odstraňovat alkohol za mnohem niţších teplot.  
b) Odpařování na tenké vrstvě – vypařování často probíhá za vakua, při teplotě  
35 – 60 °C. Jako tepelné médium je vyuţívaná pára. K vytvoření tenké vrstvy 
(0,1 mm) dochází díky odstředivým silám, které také zajišťují rovnoměrné rozloţení 
piva po celé odpařovací ploše. Pivo je zadrţeno na odpařovací ploše 
méně neţ 1 sekundu. 
c) Dialýza – řídící síla ţenoucí látky přes semipermeabilní membránu je koncentrační 
gradient sloučenin mezi pivem a dialyzátem. 
d) Reverzní osmóza – pivo zde teče tangenciálně na membránu, kde prostupuje 
selektivní membránou za transmembránového tlaku, který je podstatně vyšší neţ 
osmotický tlak piva. Membrány vyrobené pro odstranění alkoholu mají obvykle 
asymetrickou strukturu, aktivní vrstva je vyrobena z acetátu celulózy, polyamidu nebo 
polyamidu na polystyrénu, nebo skelných vláken. Ideální membrána by měla být 
propustná pro etanol a vodu, nemělo by docházet k propouštění dalších sloţek piva 
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(aroma, hořké látky). Membrána by měla být odolná vůči teplu, dezinfekcím, 
chemicky a mechanicky stálá, ekonomicky nenáročná. 
e) Adsorpce 
f) Stripování 
g) Osmotická destilace 
2.4.2.2 Proces omezení produkce ethanolu 
 Rmutování se skládá z fyzikálních, chemických a biologických procesů. Hlavním účelem je 
rozklad škrobu na zkvasitelný cukr a rozpustné dextriny. Změnou rmutovacího procesu je 
moţné měnit obsah mladinových cukrů. 
a) Zastavená nebo limitovaná fermentace – výroba nealkoholického piva vychází 
z tradičně vyuţívaných zařízení pro výrobu piva a příslušných operací. Tento typ 
výroby je jedním z nejběţnějších pro produkci nealkoholických piv. Fermentační 
aktivita můţe být zastavena prudkým sníţením teploty nebo odstraněním kvasinek 
z mladiny. Odstranění lze provést pouţitím filtrace, případně centrifugace. 
Po přerušení fermentace a dosaţení 0,5 % obj. dochází po dobu deseti dnů ke zrání 
piva při teplotě 0 – 1 °C, aby došlo k odstranění chuti po síře. Následně dochází 
k filtraci, sycení, stabilizaci a sterilizaci. 
Pro potlačení metabolismu kvasinek je nejjednodušším nástrojem sníţení teploty. 
Tento způsob je nazýván CCP (Cold Contact Process). Výhodou tohoto postupu je 
velice pomalá produkce etanolu, ačkoliv ostatní biochemické procesy, jako je tvorba 
esterů a vyšších alkoholu, nejsou zastaveny. 
b) Využití speciálních kvasinek – Odlišnost této metody s tradiční výrobou piva spočívá 
v produkci niţšího mnoţství alkoholu, případně ţádného. Hlavním zkvasitelným 
cukrem mladiny je maltosa, avšak některé kmeny rodu Saccharomyces nejsou 
schopny fermentovat tento sacharid. Nevýhodou je vysoká citlivost na mikrobiální 
kontaminaci. Nejúspěšnějším rodem pro průmyslovou výrobu nealkoholického piva je 
Saccharomycodes ludwigii.  
c) Kontinuální fermentace – produkce nealkoholického piva pouţitím imobilizovaných 
kvasinek patří mezi metody limitované fermentace vyuţívající krátkého kontaktu 
mladiny s kvasinkami. Tomuto pivu je často vytýkána mladinová příchuť a nedostatek 
ovocného (esterového) aroma. 
 
2.5 Aktivní látky v pivu 
 Pivo je známé obsahem široké škály látek, které jsou tělu prospěšné. Je zde obsaţeno aţ 
1200 mg/l minerálních látek, celá škála vitaminů řady B v mnoţství, které napomáhá pokrýt 
denní příjem vitaminu. Pivo obsahuje 3 - 5 g/l čistých bílkovin, přičemţ 85 % z těchto 
bílkovin pochází ze sladu a 15% z pivovarských kvasinek. Aminokyselinový profil zahrnuje 
téměř všechny esenciální aminokyseliny a obsah aminokyselin se pohybuje v 
mezích 300 - 500 mg/l. Dalšími významnými látkami nacházející se v pivu jsou látky 
fenolické povahy. Význam polyfenolů je srovnatelný s významem vitaminů C a E, 
doporučená denní dávka se pohybuje mezi 15 - 25 mg rostlinných polyfenolů [30]. 
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2.5.1 Antioxidanty 
 Je známo, ţe pivo obsahuje širokou paletu fenolových sloučenin, z kterých většina pochází 
z pivovarských surovin – ječného sladu a chmele. Asi 80 % fenolových sloučenin pochází ze 
sladu a zbývajících 20 % přichází s chmelem [31]. 
 Antioxidanty jsou molekuly, které – jsou-li přítomny v malých koncentracích ve srovnání 
s látkami, jeţ by měly chránit – mohou zabraňovat nebo omezovat oxidační destrukci těchto 
látek [29]. 
2.5.1.1 Polyfenolické látky 
 Polyfenolové látky se dostávají do piva z ječmene, respektive sladu, chmele a chmelových 
výrobků, a to jako přírodní sloţky, které značně ovlivňují senzorické vlastnost i celkovou 
trvanlivost piva.  
 Dále se polyfenolové látky vyskytující se v pivovarském procesu rozdělují do dvou velkých 
skupin. První z nich jsou fenolické kyseliny zahrnující deriváty kyseliny benzoové a deriváty 
kyseliny skořicové. Do této první skupiny můţeme zařadit kyselinu salicylovou, gentisovou, 
p-hydroxybenzoovou, prokatechovou, gallovou, vanilovou, felurovou a syringovou. Druhá 
skupina je tvořena flavonoidy, které se dělí na flavany, antokyany a flavonoly [32]. 
 
2.5.1.2 Flavonoidy 
 Velmi rozsáhlá skupina rostlinných fenolů obsahujících v molekule 2 benzenové kruhy 
spojené trojuhlíkovým řetězcem. Dnes je známo více jak 4000 flavonoidních látek a stále jsou 
objevovány nové. Dle stupně oxidace C3 řetězce se rozeznávají následující struktury: 
Katechiny 
Leukoanthokyanidiny 
Flavanony 
Flavanonoly 
Flavony 
Flavonoly 
Anthokyanidiny 
 
Obrázek 11: Obecná struktura flavonoidních látek [33] 
 
27 
 
 V rostlinách se flavonoidy vyskytují převáţně jako β-glykosidy. Sacharidovou sloţku 
nejčastěji tvoří glukosa nebo rhamnosa, můţe to být také kyselina glukuronová, galaktosa 
nebo jiný sacharid. Obvykle je připojený jeden glykosyl, mohou být substituovány ale dva 
nebo tři polyfenoly [34]. 
 Flavony jsou zpravidla ţlutavé aţ ţluté, bez chuti aţ nahořklé, zatímco katechiny jsou 
narůţovělé a mají sladko-trpkou chuť. Kondenzované třísloviny jsou oligomerní nebo 
polymerní sloučeniny vycházející z flavan-3-olů (katechinů). 
 Základní strukturní jednotkou těchto kondenzátů jsou deriváty flavan-3-olu katechin a 
epikatechin. Flavan-3-ol obsahuje dvě centra chirality (C-2, C-3), a proto mohou existovat 4 
základní pentahydroxyflavanové isomery: 
 
(+)-katechin (1) 2R, 3S (trans) 
(-)-epikatechin (2) 2R, 3R (cis) 
(-)-katechin (ent-katechin) (3) 2S, 3R (trans) 
(+)-epikatechin (ent-epikatechin) (4) 2S, 3S (cis) 
 
 Podobným způsobem existují gallokatechin a epigallokatechin. Ačkoliv biosyntéza těchto 
látek v rostlinách umoţňuje vznik všech čtyř isomerů, zcela běţně se v přírodě vyskytují 
pouze dva – katechin a epikatechin. U kondenzovaných tříslovin existuje velká strukturní 
rozmanitost, která je způsobena různým počtem a polohou hydroxylových skupin, 
stereochemií na centrech chirality, nebo typem a polohou mezimolekulových vazeb [35]. 
 Flavonoidy jsou schopné vázat přechodné kovy, inaktivovat a ovlivňovat některé enzymy 
(proteinázu C), inhibovat XOD, lipogenázu a lipoperoxidázu [36]. 
Polyfenoly mohou působit třemi mechanismy: 
- Jako lapače kyslíkových volných radikálů, reaktivních forem kyslíku 
- Jako inhibitory lipoxygenas, katalyzujících oxidaci mastných kyselin 
- Jako chelatační činidlo omezující přenos kovových iontů, katalyzátorů 
oxidačních reakcí (ţelezo měď)[33]. 
2.5.1.3 Vstřebávání polyfenolů 
 Polyfenoly pocházející z rostlin patří mezi nejrozšířenější sloučeniny s redukčními účinky 
v naší stravě. Denní příjem těchto látek je odhadován na 1 g a je tedy vyšší neţ příjem 
antioxidačních vitaminů. Mezi bohaté zdroje polyfenolů patří čokoláda, ovoce, víno, čaj, 
káva, ovocné dţusy. Také pivo patří mezi významné zdroje polyfenolů, jejich celkový obsah 
je přibliţně 350 mg/l. Na celkovém příjmu polyfenolů se flavonoidy podílí asi ze dvou třetin, 
fenolové kyseliny přibliţně jednou třetinou, zbytek tvoří ostatní polyfenoly 
(lignany, stilbeny). 
 Resorpce většiny polyfenolů probíhá v tenkém a tlustém střevě. Při konzumaci nápojů, 
dochází k částečné resorpci jiţ v dutině ústní. Polyfenoly resorbované v tenkém střevě se 
dostávají do tlustého střeva, kde dochází k metabolizaci pomocí střevních baktérií [34]. 
2.5.2 Vitamin C 
 Základní biologicky aktivní sloučeninou je kyselina askorbová. Vitamin C se v ţivých 
buňkách vyskytuje ve dvou formách – jako kyselina askorbová a kyselina dehydroaskorbová. 
Podílí se především na hydroxylačních reakcích probíhajících v organismu, dále se účastní 
biosyntézy mukopolysacharidů, prostaglandinů, absorpce iontových forem ţeleza, stimuluje 
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transport sodných, chloridových iontů. Velice důleţité jsou reakce související 
s antioxidačními vlastnostmi vitaminu [34]. 
 Vitamin C slouţí jako redukční činidlo a jako specifický donor hydroxylové skupiny 
pro řadu lidských enzymů (př. prolinhydroxylasu, lysinhydroxylasu) účastnících se 
posttranslační hydroxylace kolagenu, který je nezbytný pro vytvoření stabilní kolagenové 
struktury. 
 Nízký jednoelektronový redukční potenciál zapříčiňuje reakci s reaktivními formami 
kyslíku (ROS) a dusíku (RNS) jako jsou superoxid, hydroperoxidová radikál, ozon. 
Vitamin C působí také jako antioxidant napomáhající regeneraci α-tokferolu z jeho radikálu 
[36]. 
2.5.3 Mechanismy antioxidačního účinku 
 Mechanismus účinku antioxidantů spočívá především v tom, ţe poskytují atomový vodík 
k inaktivaci peroxidových nebo jiných radikálů vznikajících jako meziprodukty řady 
oxidačních procesů. Volný radikál antioxidantu je poměrně málo reaktivní a není schopen 
vyvolat další reakci. Místo toho dojde k deaktivaci spojením s dalším radikálem, nebo se 
disproporcionuje na původní antioxidant a odpovídající chinon. 
Antioxidanty se mohou dále uplatňovat jako redoxsystém s nízkým redoxním potenciálem a 
regenerovat za dané situace nejnegativnější, a tedy nevratnou dehydrogenaci ohroţené 
terminální články redoxních řetězců. Další moţností je nepřímý ochranný účinek inhibitorů 
oxidace např. tím, ţe váţou nebo jinak inaktivují katalyzátory oxidací, tvoří s matricí 
komplexy, které jsou stabilnější vůči oxidaci, ztěţují přístup kyslíku do potraviny, nebo 
přítomný kyslík redukují.[37]. 
2.5.3.1 Volný radikál 
 Volnými radikály se nazývají částice, jejichţ atomy či molekuly obsahují alespoň jeden 
orbital s jedním nepárovým elektronem. Jde tedy především o reaktivní kyslíkové radikály – 
ROS a dusíkaté reaktivní radikály – RNS. 
Jak volný radikál vzniká? Vznik můţe nastat třemi různými způsoby: 
- homolytické štěpení kovalentní chemické vazby, kaţdý fragment získává 
jeden nepárový elektron 
- ztráta jednoho elektronu – oxidace 
- přidání jednoho elektronu k normální molekule – redukce [38]. 
2.6 Suroviny pro ochucení piva 
2.6.1 Zázvor 
 Oddenek zázvoru je široce rozšířené koření a ochucovadlo. Je rovněţ integrální součástí 
tradiční medicíny (Čína, Srí Lanka, Arabie, Afrika), kde se vyuţívá proti horečce, nevolnosti 
a zvracení, slabosti a gastrointestinálním potíţím [38]. Svůj původ má zázvor v Indii a Číně. 
Číňané vyuţívali zázvor k ochucení čaje, piva a limonád. Čerstvý, ale také sušený zázvor je 
nyní pouţíván po celém světě pro jeho obdivuhodné antioxidační a nutriční vlastnosti. Zázvor 
je vytrvalá, rovná, vysoká rostlina s podzemním rozvětveným oddenkem dosahujícím 
aţ 90 cm pod zemí. Oddenky jsou aromatické, mají hnědo-ţlutou barvu [40]. 
 Typické aroma zázvoru, připomínající vůni citronu, má na svědomí terpenový aldehyd 
citral, nejvíce zastoupenou silicí je ovšem zingiberen. Za štiplavou aţ pálivou chuť jsou 
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zodpovědné fenolové alkalony známé jako gingeroly a shogaoly, jejichţ celkový obsah bývá 
u čerstvého zázvoru 0,9% a u sušeného aţ 1,6%. Hlavní sloţkou je tzv. 6-gingerol a jeho 
homology 8-gingerol a 10-gingerol [41]. 
 Mnoho studií pojednává o protirakovinných, antimikrobiálních a protizánětlivých účincích 
zázvoru. Aktivními látkami vyskytujícími se v zázvoru jsou zejména jiţ zmíněný 6-gingerol, 
flavonoidy a fenolické kyseliny. Syntéze fenolických kyselin napomáhá světlo, u syntézy 
flavonoidů je ovšem světlo nezbytné. Flavonoidy vyskytující se v zázvoru jsou zejména 
kvercetin, rutin, katechin, epikatechin a naringenin [42]. 
2.6.2 Bobuloviny 
 Anthokyany, patřící k flavonoidům, jsou nejčastěji vyskytující se polyfenolické látky 
v těchto druzích ovoce. V přírodě se vyskytuje okolo 27 anthokyanů, přičemţ jen 
následujících šest z nich se běţně vyskytuje v bobulovinách:  
Kyanidin 
Pelargonidin 
Peonidin 
Delphinin 
Petunidin 
Malvidin 
Jejich protirakovinné účinky jsou odvozeny od silné antioxidační kapacity [42]. 
2.6.2.1 Malina 
  Maliny jsou bohatým zdrojem antioxidantů, ve skutečnosti obsahují desetkrát více 
antioxidantů neţ rajčata nebo brokolice [43]. Mimoto obsahují některé specifické 
antioxidanty, které se téměř nikde jinde nenacházejí. Bohaté jsou také na vitamin C a 
anthokyaniny obdobně jako jiné bobuloviny, ovšem pouze u malin je antioxidační efekt 
přibliţně z 50 % způsobován ellagotanniny. Ellagotanniny patří mezi hydrolyzovatelné 
třísloviny, resp. taniny, coţ jsou fenolové sloučeniny interagující s proteiny, kde je kyselina 
gallová vázána esterovými vazbami na D-glukózu). Ellagotanniny se nacházejí v malých 
mnoţstvích v malinách a prakticky nikde jinde. Pouze některé čínské byliny mohou být 
rovněţ zdrojem těchto látek [44]. 
 Maliny jsou bezesporu potravinou, jenţ blahodárně působí jako prevence vůči rakovině, 
kardiovaskulárním onemocněním, diabetu, obezitě, neurodegenerativním onemocněním a 
infekcím. Kromě jiţ zmíněných antokyanů obsahují maliny i řadu minerálních látek, 
vitaminů, vlákniny a především široké spektrum polyfenolických látek (flavonoidy, fenolické 
kyseliny, lignany a taniny). Také z nutričního hlediska jsou maliny velice příznivé, na 100 g 
připadá jen 52 kcal [45]. 
2.6.2.2 Brusinka 
 Jak bylo zmíněno výše, bobuloviny jsou bohaté na antioxidanty, zejména antokyany, a není 
tomu jinak ani u brusinek. Jejich flavonoidy obsahují glykosidy kvercetinu, kemferolu, 
myricitinu a isorhamnetinu. Studie na zvířatech prokázala některé biologické účinky brusinek, 
zabraňují rozvoji zánětů, rakovinového bujení, zpomalují stárnutí a způsobují rozšiřování cév 
[46].  Brusinková šťáva okyseluje moč a významně zabraňuje rozvoji infekcí močových cest. 
Obsahuje antibakteriální látku - kyselinu hippurovou a také další látky, které sniţují 
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schopnost bakterie E. coli (odpovědné za 80-90% infekcí) uchytit se na stěnách močových 
cest. Tyto látky byly identifikovány jako protoantokyanidiny [47]. 
2.6.3 Med 
 Medem se rozumí potravina přírodního sacharidového charakteru, která je vytvořena 
společenstvím včel z nektaru nebo medovice z ţivých částí rostlin, kterou včely sbírají, 
přetvářejí, kombinují se svými specifickými látkami, uskladňují a nechávají zrát v plástech. 
Z této charakteristiky vyplývá, ţe med není pouhým sacharidickým roztokem, obsahuje řadu 
aktivních a prospěšných látek [48]. 
 Med je vynikajícím zdrojem přírodních antioxidantů, které efektivně sniţují riziko výskytu 
srdečních chorob, rakoviny, zánětů a poklesu funkce imutního systému. Obsah medu 
v potravinách také můţe omezit jejich oxidační pochody, jako je enzymové hnědnutí ovoce a 
zeleniny a zamezit růstu patogenních mikroorganismů v potravinách [49]. 
 Většina rostlin vyuţívaná včelami ke sběru nektaru poskytuje současně bioaktivní 
sloučeniny, které mohou přestupovat do medu. Med je známy jako bohatý zdroj jak 
enzymatických tak neenzymatických antioxidantů, zahrnující glukózaoxidázu, katalázu, 
vitamin C, flavonoidy, fenolické látky, karotenové deriváty, organické kyseliny, produkty 
Maillardových reakcí, aminokyseliny a proteiny [50]. Vyšší antioxidační kapacita byla 
zjištěna v tmavých medech a v medu s nízkou koncentrací vody. Barva medu závisí 
na alkalitě a obsahu popela ale také na obsahu antioxidativních aktivních pigmentů, jako jsou 
karotenoidy a flavonoidy [40]. 
2.7 Senzorická analýza 
 Senzorická analýza má základ v empirických zkušenostech kuchařů shromaţďovaných 
od 16. století. V 18. a 19. století popsali významní fyziologové jednotlivé smyslové orgány a 
vysvětlili jejich funkci. Senzorická analýza se stala multidisciplinarnim oborem, ve kterém se 
odráţí rozvoj několika vědeckých odvětví a to hlavně psychologie, sociologie, fyziologie, 
biologie a v menším rozsahu chemie a biochemie [50]. V průběhu pivovarské technologie, 
dochází k řadě chemických přeměn polyfenolových sloţek procházejících z původních 
surovin, především během chmelovaru, kvašení, filtrace a stabilizace piva. K významným 
změnám dochází také při stárnutí piva, které vede ke sníţení senzorické kvality dlouhodobě 
skladovaného piva v důsledku hydrolytických, izomeračních, kondenzačních aţ 
polymeračních a oxidoredukčních reakcí [31]. 
2.7.1 Hodnocení piva 
 Jaké senzorické vlastnosti má pivo mít? Mělo by mít příjemnou charakteristickou vůni, 
vysoký říz, dobrou plnost, kvalitní hořkost a nepřítomnost cizích vůni a chutí. Hodnotit 
kvalitu piva lze objektivně, kdy je vzorek podroben chemické a mikrobiologické analýze, a 
rovněţ senzorickou analýzou prováděnou školenými hodnotiteli, případně provádět laické 
hodnocení piva. 
 V pivu bylo objeveno asi 1000 různých látek, z nichţ většina je senzoricky aktivní. 
Tyto látky se dělí dle intenzity senzorického vlivu na látky se silným, středním nebo slabým 
charakterem: 
- Silný charakter: říz (CO2), hořkost (chmel) 
- Střední charakter – ovocná – esterová, diachylová, po vyšších alkoholech, 
sladká, karamelová, DMS, kyselá, oxidační atd. 
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- Slabý charakter – velká škála látek, některé z nich mohou být ze střední 
skupiny, pokud se projevují slabě [52] 
 Senzorický profil piva je ovlivňován surovinami, výrobním postupem a skladovacími 
podmínkami [51]. Fenolové sloučeniny nejsou v pivu jen jako důleţitý zdroj antioxidantů, ale 
jsou také významné pro senzorické vlastnosti piva [29]. Sloučeniny s největším dopadem na 
aroma a chuť piva jsou produkovány kvasinkami při hlavním kvašení [53]. 
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3 CÍL PRÁCE 
 Cílem předloţené práce je příprava a charakterizace nealkoholického piva s různou 
příchutí. 
 V rámci práce budou řešeny následující dílčí cíle: 
- optimalizace metod stanovení aktivních sloţek, přidávaných sloţek a 
dalších parametrů charakterizujících nealkoholické pivo s příchutí 
- příprava sady modelových vzorků nealkoholických piv s různou příchutí a 
jejich analytická charakterizace 
- senzorická analýza vybraných vzorků nealkoholických piv s příchutí. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1 Chemikálie, přístroje, pomůcky 
4.1.1 Standardní chemikálie 
Katechin - Sigma-Aldrich (SRN)  
Epikatechin - Sigma-Aldrich (SRN)  
Kyselina ferulová p.a. - Fluka, Sigma-Aldrich (SRN) 
Kyselina chlorogenová 95% - Sigma-Aldrich (SRN)  
Kyselina gallová - Sigma-Aldrich (SRN)  
Rutin hydrát, 95% - Sigma-Aldrich (SRN)  
Morin hydrát - Sigma-Aldrich (SRN)  
Kvercetin dihydrát, 98%, HPLC - Sigma-Aldrich (SRN) 
Naringenin approx 95% - Sigma-Aldrich (SRN) 
Myricetin  - Sigma Aldrich (SRN) 
Kyselina L-askorbová - Sigma-Aldrich (SRN) 
 
4.1.2 Ostatní chemikálie 
Kyselina octová p.a. 99,8 Lach-ner 
Kyselina chlorovodíková  p.a. 35% Lach-ner 
Folin-Ciocalteuovo činidlo, RNDr. Jan Kulich (ČR) 
Dusitan sodný p.a,  Lach-ner (ČR) 
Uhličitan sodný p.a,  Lach-ner (ČR) 
Chlorid hlinitý p.a, Lach-ner (ČR) 
Hydroxid sodný p.a, Lach-ner (ČR) 
Acetonitril (for HPLC SG) Lach-ner (ČR) 
Methanol HPLC (SG) Lab-scan 
2,2,4-Trimethylpentan  Sigma-Aldrich 
Ethylester kyseliny octové Lach-ner (ČR) 
Ethanol pro UV 99,8 % Lach-ner (ČR) 
Octan sodný Lachema (ČR) 
4.1.3 Přístroje, pomůcky 
4.1.3.1 Stanovení individuálních polyfenolů  
Sestava HPLC/PDA/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)  
 Termostat – LCO 101, Column oven 
 Detektor – PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR 
 Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR 
Kolona Restek Ultra Aqueous, C18, 5µm, 250 x 4,6 mm (Restek Corporation, Bellefonte, PA, 
USA) 
Kolona Zorbax Eclipse, C18, 5µm, 250 x 4,6 mm (Agilent Technologies) 
Kolona Zorbax Eclipse Plus C18, 5µm, 4.6 x 150 mm (Agilent Technologies) 
Vyhodnocovací systém Xcalibur (Thermo Fischer Scientific, USA) 
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4.1.3.2 Stanovení kyseliny askorbové 
Sestava HPLC ECOM (ČR) 
 Termostat Ecom Column oven LCO 102 
 Detektor Ecom LCD 2084 
 Pumpa Ecom Βeta Gradient Pump 
Kolona Supelcosil LCNH2, 5µm, 4.6 x 150 mm (Supelco, Sigma-Aldrich) 
Vyhodnocovací systém Clarity chromatography SW, Data apex 2006 
 
4.1.3.3 Spektrofotometrické metody 
Spektrofotometr Helios δ, Unicam  
Spektrofotometr Thermo Spectronic Helios δ  
Vyhodnocovací systém Vision 3.42 1993-1996 Unicam Limited 
 
4.1.3.4 Přístroje pro úpravu a zpracování vzorků 
Lyofilizátor – Bench Top 4K ZL, Virtis 
Ultrazvuk - Ultrasonic compact cleaner 1,25 l, PS 02000 Powersonic 
Vakuová odparka - RV06-ML, IKA WERKE 
Vodní lázeň - HB4 basic, IKA LABORTECHNIK 
Předváţky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH 
Analytické váhy Boeco Germany 
pH metr Eutech Instruments WP pH Tester 30 
Centrifuga – U-32-R, Boeco Germany 
Vortex – Genius 3, IKA VORTEX 
Vortex – TK3S, TermoKartell 
Třepačka Yellowline RS 10 basic  
 
4.1.4 Suroviny pro analýzy 
       
 
 
Název: Nealkoholické světlé pivo 
Sloţení: pitná voda, ječné slady, ţatecký upravený chmel, 
chmelový extrakt 
Výrobce: Bernard, Humpolec 
 
Název: Osvěžující nealkoholický nápoj 
Sloţení: pitná voda, ječné slady, ţatecký upravený chmel, 35 % 
švestkové šťávy, švestkové aroma, sladidlo Acetsulfan K a 
Sukralosa, Konzervant E202, E211 
Výrobce: Bernard, Humpolec 
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Název: Osvěžující nealkoholický nápoj, višňový se sladidlem 
Sloţení: pitná voda, ječné slady, ţatecký upravený chmel, 35 % 
višňové šťávy, višňové aroma, sladidlo Acetsulfan K a Sukralosa, 
Konzervant E202, E211 
Výrobce: Bernard, Humpolec 
 
Název: Pivo nealkoholické světlé 
Sloţení: voda, ječný slad český, bavorský, chmelové produkty 
Výrobce: Pivovary Staropramen (Starbev), Praha 
Název: Cool Lemon 
Sloţení: Pivo výčepní světlé (voda, ječný slad, ječmen, maltózový sirup, 
upravený chmel, chmelový extrakt), fruktózový sirup, ovocná sloţka 1,3 % 
(citronový koncentrát, voda, pomerančový extrakt a koncentrát, přírodní 
aroma, stabilizátory: pektin, Karin, antioxidant: kyselina askorbová, 
barvivo:chinolinová ţluť), CO2) 
Výrobce: Pivovary Staropramen (Starbev), Praha 
 
Název: Světlé prémiové nealkoholické pivo 
Sloţení: pitná voda, ječné slady, upravený chmel, 
chmelové produkty, kyselina mléčná 
Výrobce: Lobkowicz, Protivín 
 
Název: Nealkoholické světlé pivo 
Sloţení: přírodní minerální voda, ječný slad, pšenice, chmel 
Výrobce: Bavaria, Nizozemí 
Název: Nealkoholický sladový nápoj s citronovou příchutí 
Sloţení: přírodní minerální voda, ječný slad, chmel, přírodní citronové aroma, 
kyselina citronová, cukr 
Výrobce: Bavaria, Nizozemí 
 
Název: Nealkoholický sladový nápoj s jablečnou příchutí 
Sloţení: přírodní minerální voda, ječný slad, chmel, přírodní jablečné aroma, 
kyselina citronová, cukr 
Výrobce: Bavaria, Nizozemí 
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4.2 Zpracování surovin 
4.2.1 Úprava surovin využitých pro dochucení piv 
 K ochucování piv bylo vyuţíváno medu, zázvoru, brusinek a malin. U brusinek a malin 
byla výchozí surovina mraţená, kořen zázvoru byl dezintegrován a zamraţen. Z takto 
upravených vzorků byla získána šťáva, a vyuţita jako jedna ze dvou variant pro dochucení 
piv. Dalším způsobem ochucení piva bylo vyuţití lyofilizované formy surovin. Lyofilizáty 
byla ochucena piva zázvorová, malinová a brusinková. 
 
4.3 Analýza skupinových parametrů 
 Analyzovány byly tři skupiny vzorků a produktů. Do první skupiny byla zařazena piva, 
která nebyla nijak upravena. Šlo o 9 piv získaných v běţné obchodní síti, z toho 4 neochucené 
a 5 s příchutí. Druhou skupinu vzorků představovaly suroviny slouţící k ochucení piv 
(malina, brusinka, med a zázvor). Ochuceno bylo pak celkem 24 vzorků piv, které tvořily třetí 
analyzovanou skupinu. 
Název: Maliny Dione 
Sloţení: Maliny zahradní – celé 
Výrobce: Agrimex, Panenské Břeţany 
Název: Brusinky, hlubokomražené ovoce 
Sloţení: Brusinky 
Výrobce: Ardo, Chodov 
 
Název: Malina- ovocný sirup 
Sloţení: Cukr, glukoso-fruktosovy sirup, voda, malinová šťáva 
z koncentrátu (10%), kyselina citronová, aroma, rostlinný extrakt 
(černá mrkev, černý rybíz), barvivo: amoniak, sulfitový karamel. 
Výrobce: Kofola a.s, Mnichovo Hradiště 
 
Název: Brusinka – ovocný sirup 
Sloţení: Glukoso sirup, voda, brusinková šťáva z koncentrátu 
(20%), kyselina citronová, brusinkové aroma,  
Výrobce: Linea, Nivnice 
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4.3.1 Stanovení celkových polyfenolů 
 K 1 ml Folin – Ciocaltauovu činidlu ředěnému vodou v poměru 1:9 byl přidán 1 ml vody a 
0,5 ml vzorku piva. Pivo bylo před přidáním sonifikováno po dobu 5 minut za účelem 
odstranění oxidu uhličitého. Po promíchání a 5-ti minutovém stání byl přidán nasycený roztok 
uhličitanu sodného. Vzorek byl opět promíchán a po 15-ti minutách byla proměřena 
absorbance při 750 nm. Kalibračním roztokem byla 0,6 M kyselina gallová v koncentracích 
od 0 – 0,55 mg/ml. Kaţdý vzorek i jednotlivé roztoky standardu byly analyzovány třikrát, ze 
získaných hodnot byl vypočítán průměr a vyhodnocena směrodatná odchylka pomocí 
softwaru MS Excel 2007. 
4.3.2 Stanovení celkových flavonoidů 
 Byl připraven 5 % roztok dusitanu sodného, 10 % roztok chloridu hlinitého ve vodě, 1 M 
roztok hydroxidu sodného. Vzorek byl 5 minut sonifikován. Následně bylo 0,5 ml čerstvého 
vzorku smícháno se 1,5 ml vody a 0,2 ml roztoku NaNO2, po promíchání a 5-ti minutovém 
odstátí bylo přidáno 0,2 ml roztoku Al2O3 po promíchání a 5-ti minutovém odstátí bylo 
přidáno 1,5 ml roztoku NaOH a ihned 1 ml vody. Po 15-ti minutách byla změřena absorbance 
při 510 nm. Kalibračním roztokem byl katechin 1 M v rozsahu koncentrací 0 – 0,2 mg/ml. 
Kaţdý vzorek i jednotlivé roztoky standardu byly analyzovány třikrát, ze získaných hodnot 
byl vypočítán průměr a vyhodnocena směrodatná odchylka pomocí softwaru MS Excel 2007. 
4.3.3 Stanovení antokyanů 
 Okyselený vzorek piva – 1% HCl byl proměřen při vlnové délce 528 nm. Pro výpočet 
obsahu antokyanů ve vzorku byla pouţita rovnice kalibrační křivky kyaninchloridu sestrojené 
v rozmezí koncentrací 1 – 20 µg/ml. Kaţdý vzorek i jednotlivé roztoky standardu byly 
analyzovány třikrát, ze získaných hodnot byl vypočítán průměr a vyhodnocena směrodatná 
odchylka pomocí softwaru MS Excel 2007. 
4.3.4 Pivovarské charakteristiky 
4.3.4.1 Zdánlivý a skutečný extrakt 
 Ze vzorku bylo odebráno potřebné mnoţství piva, které bylo následně sonifikováno a 
filtrováno přes skládaný filtr. Prvních 50 ml filtrátu bylo vylito do odpadu. Následně bylo 
do předem zváţené destilační baňky přidáno 100 g přefiltrovaného piva a 50 g destilované 
vody. 
 Do zváţené předlohy bylo přidáno 10 ml destilované vody. Destilace probíhala, dokud 
nebylo získáno 85-90 ml destilátu. Obsah předlohy byl doplněn vodou na 100 g a relativní 
hustota byla zjištěna za pomocí pyknometru. Zbytek v destilační baňce byl vytemperován na 
20 °C a doplněn destilovanou vodou na původní hmotnost. Pyknometrické stanovení bylo 
provedeno také u přefiltrovaného piva. Pro vyhodnocení a zjištění extraktu bylo vyuţito 
pivovarských tabulek.  
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4.3.4.2 Celkové hořké látky 
 Sonifikované pivo o objemu 10 ml bylo okyseleno přidáním 0,5 ml 6 M HCl. Po přidání 20 
ml isoctanu byly vzorky s rozpouštědlem třepány po dobu 15-ti minut a dále pak odstředěný 
v centrifugačních kyvetách při 3000 ot./ min po dobu 3 minut. Absorbance je měřena proti 
čistému isoctanu při vlnové délce 275 nm. 
 
Jednotky hořkosti = 50 · A [mg·l–1]  (1) 
4.3.4.3 Isosloučeniny 
 Sonifikované pivo o objemu 10 ml bylo okyseleno přidáním 1 ml 3 M HCl. Po přidání 
20 ml isoctanu byla směs třepána na třepačce po dobu 15-ti minut. Absorbance byla 
proměřena při 275 nm proti čistému isoctanu. 
 
Isosloučeniny = 57,2 · A – 5,9 [mg·l
–1
] (2) 
4.3.5 Stanovení vitaminu C 
 Sonifikovaný a zfiltrovaný vzorek piva byl smíchán s 2% kyselinou metafosforečnou 
v poměru 1:1. Jako mobilní fáze byl pouţit octan sodný (0,05 M) a acetonitril v poměru 95:5, 
eluce byla isokratická při teplotě 30°C a průtoku 0,6 ml/min. Pro separaci byla pouţita kolona 
Zorbax NH2, pro detekci byla nastavena vlnová délka 254 nm. 
 Vyhodnocení bylo prováděno dosazením daných ploch příslušných píků do rovnice 
kalibrační křivky, sestrojené v rozmezí 0 – 50 mg/l. 
4.3.6 Stanovení pH 
 U čerstvě otevřených, případně ochucených piv bylo změřeno pH, pomocí digitálního pH 
metru WP pH testr 30BNC v kombinaci se skleněnou elektrodou s přesností na ± 0,01. 
Výsledky byly odečteny z multifunkčního displeje. 
4.4 Optimalizace stanovení polyfenolických látek pomocí HPLC-PDA  
 Cílem optimalizace stanovení polyfenolických látek bylo zlepšit jejich separaci a také se 
pokusit o zkrácení doby analýzy. Původní analýza trvala 53 minut a jako mobilní fáze slouţil 
acetonitril a 1 % roztok kyseliny octové [54]. Vzorkem, pouţívaným po celou dobu 
optimalizace bylo nealkoholické pivo značky Lobkowicz, přímý nástřik.  
4.4.1 Isokratická eluce 
 Mobilní fází při isokratické eluci byla nejprve směs metanolu, acetonitrilu a vody 
okyselená kyselinou octovou v poměru: 40:15:45. Dále byla testována mobilní fáze obsahující 
pouze methanol a vodu okyselenou 1 % kyselinou octovou (30:70:0,1).  
 Bylo testováno i více typů kolon:  
   1) kolona C18 150mm x 4,6mm se zrnitostí 5µm,  
   2) kolona Zorbax Elipse C18, 250mm x 4,6mm se zrnitostí 5µm 
   3) kolona Restek C18 Ultra Aqueous, 250mm x 4.6mm se zrnitostí 5µm. 
Teplota separace byla 30 °C, průtok 0,4 aţ 0,8 µl/min. 
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4.4.2 Gradientová eluce 
 V rámci nastavení vhodných chromatografických podmínek byla optimalizována i 
gradientové eluce, a to na stejných kolonách jako v případě isokratické eluce (kap. 4.4.1). 
Pro gradientovou eluci byla nejprve pouţita mobilní fáze acetonitril a okyselená voda 
(1% kyselina octová) [54]. Teplota separace byla 30-35 °C, průtok mobilní fáze byl testován 
v rozmezí 0,4 aţ 0,8 µl/min. Finální gradient je uveden v tabulce Tabulka 1. 
 
Tabulka 1: Finální gradient 
čas [min] 
HAc 
[%] 
MeOH 
[%] 
0 60 40 
5 40 60 
6 20 80 
7 10 90 
16 20 80 
19 40 60 
21 60 40 
23 60 40 
 
 Dalším krokem optimalizace analýzy polyfenolických látek byla kvalitativní a kvantitativní 
analýza dostupných standardů. Směs standardů byla smíchána se vzorkem piva a po nástřiku, 
při pouţití gradientu, kdy došlo k nejlepšímu rozdělení látek, bylo zjištěno, ţe sledované látky 
mají retenční časy v rozmezí od 8. do 15. minuty. Dle této skutečnosti byl sestaven finální 
optimální gradient pro stanovení vybraných individuálních fenolických látek, který byl vyuţit 
při měření všech reálných vzorků. 
 V průběhu optimalizace byla navrţena metoda stanovení individuálních polyfenolů, která 
trvá 23 minut při teplotě 35 °C. Separace probíhala gradientovou elucí s mobilními fázemi 
MeOH a 1% vodný roztok kyseliny octové. Jako nejvhodnější kolona se ukázala být Restek 
Ultra Aqueous C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 µm. Průtok mobilní fáze byl 0,4 ml/min, coţ 
umoţňuje i napojení na on-line MS detekci. 
4.4.3 Optimalizace úpravy vzorku piva 
 Posledním krokem provedeným v rámci optimalizace metody stanovení individuálních 
fenolických látek pomocí HPLC/PDA byla vhodná úprava vzorku. Testování bylo moţné aţ 
po optimalizaci chromatografických podmínek. Bylo ověřeno několik moţností extrakce 
fenolických látek z piva. 
 První testovanou úpravou byla kyselá hydrolýza vzorku piva s 1,2M HCl, v poměru 1:1 
po dobu 30 min. Další testovanou moţností úpravy vzorku bylo provedení hydrolýzy s 
následnou extrakci do ethylacetátu. V dalším testu byl vzorek piva podroben přímé extrakci 
do ethylacetátu. Jako další z moţností byl testován přímý nástřik odplyněného vzorku piva. 
4.4.4 Stanovení LOQ a LOD 
 Statistické vyhodnocení limity detekce a kvantifikace byli vypočítané jako 3, respektive 10 
násobek poměru signálu ku šumu. Regresní rovnice, korelační koeficienty a relativní 
standardní odchylky byly vypočítané pomocí MS Excel 2007 [55]. 
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4.5 Senzorická analýza  
 Za účelem předběţného zjištění preferovaných příchutí byl proveden orientační průzkum 
u velkého vzorku laických respondentů. Tito hodnotitelé ochutnávali 5 vzorků piv a vyplnili 
dotazník (Příloha 15). Jako hodnotící test byl zvolen pořadový test s moţností doplnění 
poznámek a preferencí. Na základě předběţného testu byly optimalizovány příchutě, mnoţství 
a forma přídavku a připraveny vzorky nealkoholických piv s příchutí pro podrobnou 
senzorickou analýzu.  
4.5.1 Hodnocení piv širokou veřejností – orientační preference 
 K ochutnávce byla podávána ochucená piva s příchutí zázvoru, vanilky, lesních plodů, 
medu a rumu. Hodnotitelé měli za úkol, rozpoznat danou příchuť a ohodnotit chuť a vůni 
vzorku. Stupnice hodnocení byla 1 – 5, přičemţ 1 označovala nejlepší a 5 nejhorší. 
Vyhodnoceno bylo 329 dotazníků, kde průměrný věk hodnotitele byl 26 let. 
4.5.2 Hodnocení modelových vzorků nealkoholických ochucených piv 
 Senzorické analýze bylo podrobeno 27 vzorků nealkoholických piv, z nichţ 24 bylo 
ochucených. Pivo neslo chuť zázvoru, malin, brusinek a medu. Z kaţdé příchuti byly 
pro senzorickou analýzu připraveny dvě varianty. 
 Hodnocení se zúčastnilo 15 hodnotitelů, ve věku od 22 – 30 let. Muţského pohlaví bylo 8 
hodnotitelů, ţenského 7. Senzorická analýza byla zaloţena na pořadovém testu a hodnocení 
celkového senzorického profilu. Senzorický dotazník je uveden v Příloha 16. 
 Do senzorického profilu hodnocení piv bylo zařazeno 7 parametrů, z nichţ u 6 byla 
hodnocena jejich příjemnost a intenzita a u 1 šlo jen o hodnocení příjemnosti. Do tohoto 
profilu byly zařazeny:  
- TRPKOST  
- HOŘKOST  
- SLADKOST  
- KYSELOST. 
- SIRUPOVÁ příchuť 
- OVOCNÁ příchuť 
- VŮNĚ [52] 
5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 Práce je zaměřena na přípravu a charakterizaci připravených modelových sérií vzorků 
ochuceného nealkoholického piva. V původních pivech i pivech s příchutí budou analyzovány 
zejména aktivní látky s antioxidačními vlastnostmi, jako jsou fenolické látky, kyselina 
askorbová a další zdravotně prospěšné sloţky. Změna obsahu těchto látek bude srovnána 
v závislosti na pouţité surovině pro dochucení piva. 
5.1 Celkové polyfenoly a flavonoidy  
 Pro analýzu celkových polyfenolů a flavonoidů byla vyuţita spektrofotometrická metoda. 
Celkové polyfenoly byly stanoveny pouţitím Folin – Ciocaltauova činidla, jak je uvedeno 
v kapitole 4.3.1. Standardním roztokem byla kyselina gallová, jejíţ kalibrační křivka je 
umístěna v Příloha 1. 
 Celkové flavonoidy ve vzorcích piv a surovinách určených pro ochucení piva byly 
stanoveny pomocí metody, popsané v kapitole 4.3.2. Reakcí hlinité soli s dusitanem a 
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vzorkem dojde ke vzniku barevné reakce, která je změřena spektrofotometricky. Jako 
standardní roztok je zde pouţit roztok katechinu, jehoţ kalibrační křivka je umístěna 
v Příloha 2. 
 Nejprve byly analyzovány vzorky sady komerčních ochucených piv, pak namíchané směsi 
příchutí do tří typů nealkoholických piv a poté sada nealkoholických piv s přidanou příchutí o 
různé koncentraci (4.2.1). 
 
Tabulka 2: Výsledky obsažených fenolických látek v komerčních druzích piv 
značka příchuť c [mg/0,5l] SD c [mg/0,5l] SD
Nealko 125,89 0,00 21,82 0,00
Višeň 701,87 0,02 99,71 0,02
Švestka 287,63 0,04 67,00 0,01
Nealko
94,21 0,00 11,22 0,00
Lemon
124,53 0,01 8,73 0,00
Nealko 95,15 0,01 6,04 0,01
Apple 34,39 0,01 3,26 0,01
Lemon 37,72 0,01 1,87 0,00
Lobkowicz Nealko 111,40 0,01 18,99 0,00
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Graf 1: Obsah celkových polyfenolů komerčních piv 
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Graf 2: Obsah celkových flavonoidů komerčních piv 
 
 Nejvyšší koncentrace polyfenolů a flavonoidů byla v pivu značky Bernard – Višeň. Jen o 
trochu niţší obsah těchto látek byl analyzován v nealkoholickém pivu Bernard s příchutí 
Švestka. Tento výsledek byl pravděpodobně zapříčiněn vysokým obsahem antokyanů 
(Graf 8) pocházejících z přidávaných šestkových a višňových sirupů [33]. 
 Co se týče čistých nealkoholických piv, nejvyšší obsah fenolických látek byl zaznamenán u 
piva Bernard Free. Také pivo značky Lobkowicz mělo vysoký obsah těchto látek. Nejniţší 
koncentrace fenolických látek byla zjištěna u nealkoholických piv Bavaria nealko a jeho 
ochucených variant - Lemon a Apple. 
 Dále byl analyzován obsah celkových polyfenolů a flavonoidů v  preparátech ovoce a 
v medu. Vzorky ovocných příchutí byly připraveny jako přírodní extrakty a jako lyofilizované 
vzorky. Obsah v lyofilizátech je uveden v Tabulka 3 a srovnán v  Graf 3.  
 
Tabulka 3: Obsah celkových polyfenolů a flavonoidů v mg na 100 g suroviny 
surovina Polyfenoly SD Flavonoidy SD
Med 60,48 0,66 7,11 0,64
Malina 1006,22 1,12 212,42 1,27
Brusinka 795,63 4,63 271,38 0,91
Zázvor 1466,07 2,13 856,34 1,02L
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Graf 3: Obsah celkových polyfenolů a flavonoidů v lyofilizovaných surovinách a medu 
 
 Nejvyšší obsah polyfenolů a flavonoidů byl zjištěn u lyofilizovaného zázvoru. Vysoký 
obsah celkových polyfenolů byl také zaznamenán u lyofilizátu z malin. Co se týče celkových 
flavonoidů, u vzorku brusinek je výskyt těchto látek o něco vyšší neţ u malin, čemuţ také 
odpovídají výsledky Graf 4. 
 
Tabulka 4: Obsah celkových polyfenolů a flavonoidů v extraktech  
surovina c [mg/ml] SD c [mg/ml] SD
Malina 0,57 0,64 0,22 0,00
Zázvor 0,42 0,78 0,10 0,00
Brusinka 1,56 0,39 1,20 0,00E
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Graf 4: Přehled celkových polyfenolů a flavonoidů v extraktech  
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 Vysoký obsah jak flavonoidů, tak polyfenolů byl naměřen u extraktu z brusinek. U malin 
byly tyto hodnoty nepatrně vyšší neţ u zázvoru, coţ je pravděpodobně zapříčiněno 
přítomností antokyanů v malinách. Celkově je obsah aktivních látek v extraktech ovoce 
podstatně niţší neţ v lyofilizovaných preparátech Graf 4, Tabulka 4. 
 
Tabulka 5: Obsah celkových polyfenolů a flavonoidů v sirupech 
surovina c [mg/ml] SD c [mg/ml] SD
Malina 0,28 0,00 0,08 0,00
Brusinka 0,65 0,00 0,05 0,00S
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Graf 5: Přehled výsledků celkových polyfenolů a flavonoidů v sirupech 
 
 U sirupů pouţitých na dochucení extraktů a výsledně i piv nebyly očekávány vysoké 
obsahy těchto látek vzhledem ke skutečnosti, ţe výrobce uvádí procentuální podíl ovocné 
sloţky u malinového sirupu 10 %, u brusinkového 20 %. Tento fakt odpovídá výsledkům, kdy 
nejvyšší podíl fenolických látek byl zaznamenán u brusinkového sirupu (Graf 5). Také 
v malinovém sirupu se nacházelo nezanedbatelné mnoţství polyfenolických látek.  
 
 Po analýze samotných příchutí bylo provedeno stanovení celkových polyfenolů a 
flavonoidů v nealkoholických pivech s přidanou příchutí v různé formě. Výsledky jsou 
uvedeny v Tabulka 6. 
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Tabulka 6: Obsah celkových polyfenolů a flavonoidů u ochucených piv 
značka Surovina úprava vzorku c [mg/0,5l] SD c [mg/0,5l] SD
1 125,47 1,03 27,91 0,99
2 135,89 1,92 34,15 1,04
mraž 139,33 1,15 47,67 0,95
lyofil 146,73 4,34 25,51 0,65
mraž 127,35 3,79 29,45 0,71
lyofil 140,27 1,41 31,49 0,76
mraž 177,06 6,01 24,70 0,36
lyofil 179,56 4,09 35,92 0,76
1 116,72 0,39 15,20 0,18
2 125,05 0,51 14,68 0,82
mraž 114,43 2,04 17,36 0,18
lyofil 108,90 8,48 10,79 0,42
mraž 116,93 5,40 18,03 0,38
lyofil 116,61 2,09 22,25 1,41
mraž 148,82 1,02 35,15 0,07
lyofil 179,04 1,56 45,27 0,53
1 97,23 0,26 9,21 0,12
2 107,13 0,64 7,91 0,23
mraž 102,65 1,70 14,68 0,31
lyofil 115,05 1,17 12,33 0,49
mraž 91,39 1,66 9,59 0,14
lyofil 107,96 0,64 11,89 0,41
mraž 94,73 0,51 15,59 0,71
lyofil 209,68 4,65 22,01 0,31
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Graf 6: Obsah celkových polyfenolů v ochucených pivech 
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 Ochucením nealkoholických piv došlo ke zvýšení hodnoty obsahu celkových 
polyfenolických látek, a to zejména u piv s brusinkovou a malinovou příchutí. Ne tak výrazný 
vzrůst koncentrace celkových polyfenolických látek byl u piv ochucených medem a 
lyofilizovaným zázvorem. 
 U piva Bernard vzrostla nejvíce koncentrace celkových polyfenolů v pivě s přídavkem 
příchuti s brusinkami v lyofilizované formě - 179,56 mg/0,5 l. Stejně tomu bylo i u 
nealkoholického piva Lobkovicz 111,40 mg/0,5 l, kde byl celkový obsah polyfenolických 
látek 179,04 mg/0,5 l. U Staropramenu, který měl obsah celkových polyfenolů 94,21 mg/0,5 l 
se zvýšila koncentrace těchto látek při pouţití lyofilizovaných brusinek na 209,68 mg/0,5 l. 
 Nejvyšší nárůst byl tedy zaznamenán u brusinkového nealkoholického piva značky 
Staropramen, a to o 115,37 mg/0,5 l. 
Staropramen
Lobkowicz
Bernard
0
10
20
30
40
50
1 2
mraž
lyofil
mraž
lyofil
mraž
lyofil
nealko
med
malina
zázvor
brusinka
značka
c 
[m
g/
l]
příchutě
Celkové Flavonoidy
 
Graf 7: Obsah celkových flavonoidů v ochucených pivech 
 
 Nárůst celkových flavonoidů lze očekávat zejména u piv ochucených surovinami 
obsahujícími antokyanová barviva. Jak lze vidět v Graf 7, u piv s brusinkou a malinou došlo 
opravdu ke zvýšení obsahu flavonoidů. 
 Pivo Bernard, jehoţ čistá nealkoholická forma obsahovala 21,82 mg/0,5 l flavonoidů, měl 
nevyšší obsah těchto látek v ochuceném pivu s příchutí maliny 47,67 mg/0,5 l. Také u medu 
došlo k výraznému zvýšení obsahu těchto látek, coţ je zapříčiněno pravděpodobně vysokým 
obsahem kvercetinu v medu. 
 U piva Lobkowicz, jehoţ neochucená forma obsahovala 11,27 mg/0,5 l, došlo k nejvyššímu 
zvýšení koncentrace flavonoidů u příchutí brusinka (lyofil) a zázvor (lyofil). 
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5.2 Anthokyany 
 Pro analýzu antokyanů bylo vyuţito spektrofotometrické metody, jejíţ postup je uveden 
v kapitole 4.2.3. Výsledné hodnoty absorbancí byly dosazeny do kalibrační křivky standardu 
kyanidinchloridu x3368,60y  
 Podobně jako v předchozí kapitole byly analyzovány vzorky komerčních piv, různě 
zpracovaných příchutí a poté modelových přichuťovaných piv. 
 
Tabulka 7: Přehled obsahu antokyanů v pivech 
značka příchuť c [mg/l] SD
Nealko 1,60 0,02
Višeň 31,88 0,26
Švestka 5,16 0,02
Nealko
1,14 0,03
Lemon
1,95 0,01
Nealko 0,74 0,02
Apple 0,97 0,42
Lemon 0,76 0,04
Lobkowicz Nealko 1,57 0,03
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Graf 8: Výsledky naměřených antokyanů v pivech 
 
 Athokyany jsou látky patřící do skupiny flavonoidních barviv, vyskytují se především 
v ovoci [33].  Z výsledků uvedených v Graf 8 vyplývá, ţe největší koncentrace antokyanů 
byla naměřena u piv Bernard Švestka 5,16 mg/l a Višeň 31,88 mg/l. Tento výsledek 
potvrzuje, ţe v těchto ochucených pivech jsou přítomny antokyany pocházející z ovocných 
sirupů, tak jak je uvedeno na etiketě výrobků. 
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Tabulka 8: Obsah antokyanů v mg na 100 g suroviny 
surovina c [mg/100 g] SD
med 280,05 0,02
malina 4835,96 0,04
brusinka 9105,12 0,02
zázvor 384,51 0,01L
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Graf 9: Obsah antokyanů v lyofilizovaných plodech a medu 
 
 Anthokyany obsaţené v lyofilizovaných plodech vykazují nejvyšší koncentraci u brusinek a 
malin. Tento výsledek dokládá i červená barva plodů. 
 
Tabulka 9:Přehled obsahu antokyanů v použitých extraktech 
příchuť c [mg/l] SD
malina 41,41 0,10
brusinka 46,16 0,14
zázvor 1,64 0,03
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Graf 10: Obsah antokyanů v extraktech z brusinek, malina a zázvoru 
 
 Obsah anthokyanů v extraktech byl podstatně niţší neţ u lyofilizovaných preparátů, podle 
očekávání byla vysoká koncentrace antokyanových barviv v extraktu z malin a brusinek.  
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Tabulka 10: Přehled obsahu antokyanů v používaných sirupech 
příchuť c [mg/l] SD
malina 12,24 0,04
brusinka 2,09 0,04
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Graf 11: Obsah antokyanů v používaných sirupech 
 
 Obsah anthokyanů v sirupech byl ještě niţší neţ u extraktů. Vyšší obsah antokyanů 
v malinovém sirupu je zapříčiněn přidaným rostlinným extraktem z černé mrkve a černého 
rybízu, který výrobce uvádí ve sloţení. Moţné je zde také zkreslení výsledků přidaným 
barvivem (amoniak, sulfitový karamel). Za relativně nízkou hodnotu antokyanů u 
brusinkového sirupu můţe fakt, ţe pro výrobu tohoto sirupu bylo pouţito jen 20% ovocné 
šťávy a nebyly přidány ţádné látky zintenzivňující barvu. 
 
Tabulka 11: Přehled obsahu anthokanů v jednotlivých ochucených pivech 
značka Surovina úprava vzorku c [mg/0,5l] SD
1 2,30 0,04
2 1,99 0,01
mraž 9,45 0,12
lyofil 10,51 0,06
mraž 2,36 0,03
lyofil 2,63 0,02
mraž 7,91 0,02
lyofil 7,14 0,08
1 1,82 0,02
2 2,30 0,04
mraž 2,22 0,01
lyofil 1,92 0,02
mraž 2,33 0,03
lyofil 2,38 0,02
mraž 3,92 0,00
lyofil 7,68 0,26
1 1,22 0,03
2 1,80 0,02
mraž 3,26 0,13
lyofil 4,67 0,09
mraž 1,59 0,04
lyofil 5,10 0,03
mraž 1,74 0,02
lyofil 11,60 0,20
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Graf 12: Obsah antokyanů v ochucených pivech 
 
 U výsledků ochucených piv se potvrdilo, ţe největší obsah antokyanů mají brusinka a 
malina (Graf 12). Piva s touto příchutí měla nejvyšší nárůst koncentrace anthokyanů. 
U nealkoholického piva Bernard Free s původní koncentrací antokyanů 1,60 mg/l došlo 
po přídavku maliny na zvýšení koncentrace o 8,91 mg/l a brusinky o 6,31 mg/l. Vyšší 
koncentrace anthokyanů je obecně u malinového piva, coţ odpovídá poměru přidaných 
ochucovadel. Taktéţ u piva Lobkowicz byla nejvyšší změna koncentrace u brusinkového 
piva, a to o 6,11 mg/l. Pivo Staropramen neochucené mělo obsah anthokyanů 1,14 mg/l. 
Nejvyšší nárust koncentrace těchto látek byl zaznamenán u piva s lyofilizovanými 
brusinkami, a to o 11,60 mg/l. 
5.3 Pivovarské charakteristiky 
5.3.1 Skutečný a zdánlivý extrakt 
 Hodnoty skutečného a zdánlivého extraktu jsou ukazateli pivovarských parametrů piva. 
Řadíme zde také stupňovitost a obsah alkoholu. U vzorků nealkoholických piv nebyly tyto 
charakteristiky hodnoceny. Skutečný extrakt představuje veškeré extraktivní látky, obsaţené 
v pivu. Zdánlivý extrakt slouţí pro výpočet extraktu skutečného. 
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Tabulka 12: Obsahy skutečného a zdánlivého extraktu v komerčních pivech 
zdánlivý skutečný
značka příchuť
Nealko 4,56 3,51
Višeň 8,45 5,07
Švestka 7,72 7,53
Nealko
5,70 6,08
Lemon
9,15 8,01
Nealko 8,97 8,85
Apple 4,03 3,28
Lemon 4,87 5,10
Lobkowicz Nealko 3,69 4,13
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Graf 13: Obsah zdánlivého extraktu 
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Graf 14: Obsah skutečného extraktu 
 
 Nejvyšší hodnotu skutečného extraktu mělo překvapivě pivo značky  
Bavaria nealko 8,85 hm. %. Z piv ochucených, mělo nejvyšší hodnotu skutečného extraktu 
pivo Staropramen Lemon – 8,01 hm. %. Nevyšší skutečný extrakt z piv značky Bernard mělo 
nealkoholické pivo s příchutí švestky. Hodnota extraktu závisí na způsobu výroby 
nealkoholického piva a je zajímavé, ţe můţe být ovlivněna i přídavkem ovocné sloţky. 
5.3.2 Hořké látky a isosloučeniny 
 Z izooktanového extraktu byly stanoveny celkové jednotky hořkosti ECB, kdy 1 jednotka 
ECB odpovídá 1 mg hořkých látek, které se nachází v 1 litru piva. 
 
Tabulka 13: Obsahy hořkých látek a isosloučenin v komerčním pivu 
značka příchuť c [mg/l] SD c [mg/l] SD
Nealko 24,05 0,30 21,61 0,34
Višeň 22,02 0,08 19,29 0,09
Švestka 21,87 0,08 19,12 0,09
Nealko
21,07 0,08 18,20 0,09
Lemon
8,33 0,06 3,63 0,07
Nealko 18,55 0,15 15,32 0,17
Apple 7,82 0,12 3,04 0,13
Lemon 7,72 0,08 2,93 0,09
Lobkowicz Nealko 20,20 0,05 17,21 0,06
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Graf 15: Obsah hořkých látek a isosloučenin v pivu 
 
 Analýzou bylo zjištěno, ţe nejvíce hořkých látek obsahuje pivo značky Bernard – 24 EBC. 
Také v jeho ochucených verzích se vyskytoval vysoký obsah hořkých látek. Naopak nízký 
obsah těchto látek pocházejících z chmele byl zaznamenán u ochucených piv Bavaria Apple a 
Lemon (7 EBC). Obecně byl obsah hořkých látek a isosloučenin vţdy niţší u ochucených piv 
neţ u základních nealkoholických piv.  
 
Tabulka 14:Obsah hořkých látek a isosloučenin jednotlivých ochucených piv 
značka surovina úprava vzorku c [mg/l] SD c [mg/l] SD
1 24,23 0,30 21,82 0,27
2 16,80 0,26 13,32 0,23
lyofil 23,38 0,50 20,85 0,44
mraž 25,62 0,42 23,41 0,37
lyofil 23,03 0,35 20,45 0,31
mraž 19,92 0,14 16,88 0,12
lyofil 19,05 0,09 15,89 0,08
mraž 23,27 0,03 20,72 0,02
1 16,35 0,14 12,80 0,12
2 12,82 0,12 8,76 0,10
lyofil 13,20 0,20 9,20 0,18
mraž 18,08 0,21 14,79 0,18
lyofil 19,00 0,19 15,84 0,16
mraž 22,20 0,09 19,50 0,08
lyofil 14,27 0,12 10,42 0,10
mraž 16,07 0,24 12,48 0,21
1 16,63 0,03 13,13 0,02
2 13,27 0,10 9,28 0,08
lyofil 17,33 0,27 13,93 0,24
mraž 16,18 0,18 12,61 0,15
lyofil 16,20 0,08 12,63 0,07
mraž 17,75 0,35 14,41 0,31
lyofil 16,25 0,28 12,69 0,25
mraž 15,70 0,34 12,06 0,29
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Graf 16: Obsah hořkých látek ve vzorcích ochucených piv 
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Graf 17: Obsah isosloučenin ve vzorcích ochucených piv 
 
 Téměř u všech vzorků ochucených piv došlo ke sníţení obsahu hořkých látek, podobně 
jako u ochucených komerčních piv. Tato změna je pravděpodobně zapříčiněná prostým 
zředěním piva přidanou příchutí, ale můţe být způsobena i jinými faktory, např. časovou 
prodlevou mezi přípravou a měřením vzorku. 
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 Bylo dokázáno, ţe při vyšších teplotách dochází k úbytku hořkých kyselin vlivem teploty a 
času [56]. 
I přes poklesy koncentrací hořkých látek měly nejvyšší obsah piva ochucená lyofilizovaným 
zázvorem. Při proměření hořkých látek u surovin pouţívaných pro dochucování piv měl 
zázvor jako jediný vyšší hodnotu hořkých látek. Zejména u šťávy získané z kořene zázvoru 
byla tato hodnota významná. Hořké látky u extraktu ze zázvoru měly hodnotu 32,6 mg/l a u 
lyofilizovaného kořene 11,15 mg/l. 
5.4 Kyselina askorbová 
 Kyselina askorbová je v pivu obsaţena v poměrně nízké koncentraci. Důvodem můţe být 
degradace této látky při tepelně náročném procesu vaření piva. Obsah kyseliny askorbové je 
ovlivněn také způsobem výroby nealkoholického piva a typem pouţité pasterizace. 
 
Tabulka 15: Obsah kyseliny askorbové v pivu 
značka příchuť c [mg/0,5l] SD
Nealko 29,95 0,51
Višeň 22,37 0,41
Švestka 11,11 0,08
Nealko
6,97 0,05
Lemon
20,72 0,77
Nealko 20,69 0,86
Apple 4,39 0,02
Lemon 4,87 0,03
Lobkowicz Nealko 20,91 0,73
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Graf 18: Obsah vitaminu C v 0,5 l piva 
 
 Nejvyšší obsah kyseliny askorbové byl zaznamenán u nealkoholického piva 
Bernard – 29,95 mg/0,5 l. Také u ochucené verze Bernard – Višeň byl zaznamenán vysoký 
obsah kyseliny askorbové. Přibliţně stejná koncentrace se nachází v pivu Staropramen Lemon 
(20,72 mg/0,5 l), Bavaria nealko (20,69 mg/0,5 l) a Lobkowicz nealko (20,91 mg/0,5 l). 
Nejniţší obsah kyseliny askorbové byl zaznamenán u ochuceného nealkoholického piva 
značky Bavaria – Apple a Lemon (Graf 18). 
 U ţádného z analyzovaných druhů piva nebyla kyselina askorbová přidávána jako 
konzervační látka výrobcem. 
 
Tabulka 16: Obsah kyseliny askorbové v mg na 100 g medu a lyofilizátu 
Příchuť c [mg/ 100 g] SD
med 1,47 0,04
malina 75,48 1,02
zázvor 29,47 0,06
brusinka 29,36 0,55
ly
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Graf 19: Obsah vitaminu C v mg na 100 g medu a lyofilizátu 
 
 Očekávaný vysoký obsah vitaminu C u extraktu malin a brusinek 2.6.2 byl analýzou 
potvrzen (Graf 19). Také v zázvoru bylo detekováno vysoké mnoţství této látky – 29,47 
mg/100 g lyofilizovaného zázvoru. Fakt, ţe obsah vitaminu C je u lyofilizovaných brusinek 
niţší neţ u extraktu (Graf 20), mohlo zapříčinit nedostatečné vyluhování této látky do 
vodného extraktu. 
 
Tabulka 17: Obsah kyseliny askorbové v extraktech 
Příchuť c [mg/l] SD
zázvor 56,02 0,43
malina 43,96 0,56
brusinka 101,43 0,65e
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Graf 20: Obsah vitaminu C v jednotlivých extraktech 
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 Jak jiţ bylo zmíněno, nejvyšší obsah vitaminu C byl zaznamenán u extraktu z brusinky 
101,43 mg/l. Zhruba poloviční mnoţství se nacházelo ve šťávě získané z kořene 
zázvoru - 56,02 m/l.  
 
Tabulka 18: Obsah kyseliny askorbové v ochucených pivech 
značka Surovina úprava vzorku c [mg/0,5l] SD
1 25,18 0,94
2 27,52 0,51
lyofil 26,44 0,23
mraž 19,82 0,34
lyofil 20,09 0,65
mraž 38,10 0,58
lyofil 22,00 0,08
mraž 27,41 1,76
1 22,20 0,25
2 28,62 0,83
lyofil 20,02 0,19
mraž 27,04 0,33
lyofil 21,94 0,31
mraž 27,01 0,56
lyofil 24,14 0,52
mraž 30,59 1,02
1 22,53 0,27
2 24,34 0,65
lyofil 16,53 0,22
mraž 19,70 0,71
lyofil 20,44 0,09
mraž 22,51 0,45
lyofil 21,36 0,92
mraž 21,30 0,73
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Graf 21: Obsah kyseliny askorbové v 0,5 l ochuceného piva 
 
 Z výsledků je patrné, ţe nejvyšší obsah vitaminu C ze všech 24 ochucených vzorků mělo 
nealkoholické pivo Bernard ochucené extraktem zázvoru - 8,10 mg/0,5 l. Tento fakt odpovídá 
i výsledkům v (Graf 20). Nejniţší (16,53 mg/0,5 l) obsah vitaminu C mělo pivo Staropramen 
s lyofilizovanou malinou. Obsah kyseliny askorbové se v ochuceném pivu značky Bernard 
pohyboval v rozmezí 19,82 – 38,10 mg/0,5 l, přičemţ niţší hodnota byla změřena 
u malinového piva z extraktu. Rozsah koncentrací u piva Lobkowicz je od 20,02 mg/0,5 l, 
tato koncentrace patří malinovému pivu s lyofilizátem, do 30,59 mg/0,5 l pro brusinkové pivo 
ochucené extraktem (Graf 21). 
 Koncentrace kyseliny askorbové jsou ovlivněny nejen časovou náročností přípravy piv, ale 
také poměrem, v jakém byly jednotlivé suroviny do piva přidávány. 
5.5 Změny pH u piva s příchutí 
Tabulka 19: Hodnoty pH nealkoholických piv 
Bernard Lobkowicz Staropramen
surovina úprava vzorku pH pH pH
nealko 5,17 4,81 4,56
1 5,16 4,82 4,51
2 5,1 4,76 4,56
lyofil 4,38 4,27 4,06
mraž 4,26 4,33 4
lyofil 4,72 4,54 4,44
mraž 4,64 4,07 4,38
lyofil 4,17 4,17 4,15
mraž 4,1 4,07 3,89
med
malina
zázvor
brusinka
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Graf 22: Hodnoty pH nealkoholických piv 
 
 Nejniţší hodnoty pH u čistých nealkoholických piv vykazovalo pivo 
Staropramen (Graf 22). Zvýšená intenzita kyselé chutě byla zaznamenána hodnotiteli u tohoto 
piva i v senzorické analýze (5.8.1). Nejniţší hodnotu pH z řady ochucených piv vykazovala 
piva s příchutí brusinky a maliny. Naopak nejvyšší hodnota pH byla zaznamenána u 
medového piva a piva s příchutí zázvoru. Tyto hodnoty potvrzují i výsledky senzorické 
analýzy, kde jedním z hodnocených parametrů byla intenzita kyselé chuti u ochucených piv 
(5.8). 
5.6 Individuální fenolické látky 
5.6.1 Optimalizace stanovení fenolických látek v pivu metodou HPLC/PDA 
 Cílem optimalizace stanovení polyfenolických látek bylo zavést pokud moţno jednoduchý 
postup, zlepšit separaci fenolických látek a také pokusit se o zkrácení doby analýzy. Původní 
analýza nastavená v předchozí práci na piva typu leţák trvala 53 minut, jako mobilní fáze 
slouţil acetonitril a 1% roztok kyseliny octové [54]. Jako vzorek pouţívaný po celou dobu 
optimalizace slouţilo nealkoholické pivo značky Lobkowicz, byl pouţíván přímý nástřik 
odplyněného piva.  
5.6.2 Isokratická eluce 
 Prvním krokem optimalizace stanovení polyfenolů v pivu bylo posouzení moţnosti vyuţití 
isokratické eluce. Mobilní fází byla v první fázi směs metanolu, acetonitrilu a vody okyselená 
kyselinou octovou v poměru: 40:15:45. Byly testovány tři typy kolon 4.4. 
 Jako první byla pouţita kolona C18 150mm x 4,6mm se zrnitostí 5µm [58]. Tato kolona se 
však ukázala jako nevhodná, pravděpodobně z důvodu nedostatečné délky. 
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Obrázek 12: Separace isokratickou elucí, mobilní fáze MeOH:ACN:H2O (40:15:45), průtok 0,8 ml/min, kolona 
Zorbax Eclipse  
 
 Jako další kolona byla zvolena Zorbax Eclipse C18, 250mm x 4,6mm se zrnitostí 5µm. 
Teplota separace byla 30 °C, průtok 0,8 µl/min.  Separace za těchto podmínek nebyla 
uspokojivá Obrázek 12, k lepší separaci fenolických látek došlo při sníţení průtoku na 0,6 
ml/min Obrázek 13. 
 
 
Obrázek 13: Separace isokratickou elucí, mobilní fáze MeOH:ACN:H2O (40:15:45), průtok 0,6 ml/min, Zorbax 
 
 Vzhledem ke stále neuspokojivému rozdělení látek bylo testováno a optimalizováno sloţení 
mobilní fáze - zde byla pouţita mobilní fáze sloţená ze směsi methanol a voda okyselená 1 % 
kyselinou octovou v poměru 30:70:0,1. Separace probíhala při průtoku 0,8 ml/min, 
teplotě 30 °C, na koloně Zorbax Eclipse  4,6 x 250 mm [58]. 
 
 
Obrázek 14: Separace isokratickou elucí, mobilní fáze MeOH: H2O :HAc (30:70:0,1), průtok 0,8 ml/min, Zorbax 
 
 Z výsledku separace je Obrázek 14 lze vidět, ţe látky se díky vysokému průtoku nemohly 
dostatečně separovat, proto byl postupně sniţován průtok aţ na 0,4 µl/min Obrázek 15. Touto 
změnou bylo dosaţeno určitého zlepšení separace některých sloţek, ale vyskytovaly se zde i 
směsné píky.  
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Obrázek 15: Separace isokratickou elucí, mobilní fáze MeOH: H2O :HAc (30:70:0,1), průtok 0,4 ml/min, Zorbax 
 
 Jako další byla testována kolona Restek C18 Ultra Aqueous, 250mm x 4.6mm se zrnitostí 
5µm. Tato kolona se ukázala vhodnější pro separaci při nízkých průtocích Obrázek 16 neţ 
dříve pouţívaná kolona Zorbax. Nicméně ze získaných výsledků je patrné, ţe za 
izokratických podmínek nebude zřejmě moţné fenolické látky dostatečně separovat. V další 
části práce byla proto optimalizována gradientová eluce. 
 
 
Obrázek 16: Separace isokratickou elucí, mobilní fáze MeOH: H2O :HAc (30:70:0,1), průtok 0,4 ml/min, Restek 
5.6.3 Gradientová eluce 
 Pro gradientovou eluci byla jako první pouţita mobilní fáze směs acetonitrilu a okyselené 
vody (1% kyselina octová) [54]. Jako první byla testována kolona Zorbax 250 x 4,6 mm, a to 
s ohledem na moţnost pouţití vyššího průtoku - 0,8 ml/min. První testovaný tvar gradientu je 
uveden v Tabulka 20. 
 
Tabulka 20: Gradient č.1 
čas [min] HAc [%] ACN [%] 
0 90 10 
12 90 10 
13 78 22 
14 60 40 
17 60 40 
17,5 90 10 
27 90 10 
 
Kolona: Zorbax C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 µm 
Průtok: 0,8 ml/min 
Teplota: 35 °C 
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Obrázek 17: Separace gradientem č. 1, průtok 0,8 ml/min, Zorbax 
 
 Rozdělení látek s vyuţitím gradientové eluce za výše popsaných podmínek bylo sice lepší 
neţ v izokratickém reţimu, ale stále nebylo uspokojivé Obrázek 17. Důvodem by mohl být 
vysoký průtok mobilní fáze, nevhodná stacionární fáze či kombinace těchto i dalších faktorů 
(př. tvar gradientu). V dalších testech byla pouţita kolona Restek, která je vhodná i pro niţší 
průtoky mobilní fáze.  
 
Tabulka 21: Gradient č.2 
čas [min] MeOH[%] HAc [%] 
0 90 10 
12 90 10 
13 78 22 
14 60 40 
17 60 40 
17,5 90 10 
24 90 10 
 
 
Obrázek 18: Chromatogram, při použití gradientu č.2, průtok 0,6 ml/min, Restek 
 
Obrázek 19: Chromatogram, při použití gradientu č. 2, průtok 0,4 ml/min, Restek 
 
Kolona: Restek Ultra Aqueous  C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 µm 
Průtok: 0,6 ml/min 
Teplota: 35 °C 
64 
 
 Při průtoku 0,6 ml/min uţ byla řada frakcí oddělena uspokojivě aţ na velký směsný pík 
od 18,5 min Obrázek 18. Při změně průtoku na 0,4 ml/min došlo prakticky jen k posunu 
retenčních časů dělených látek, určité vylepšení nastalo i v dělení látek v časovém rozmezí 
od 21. do 25. minuty Obrázek 19. Nicméně tento shluk nerozdělených látek, který lze 
pozorovat i u všech předchozích chromatogramů, neustále komplikoval interpretaci výsledků. 
Dalším krokem optimalizace byla proto snaha, o rozdělení těchto látek.  
 Pro rozdělení směsného píku s maximem v retenčním čase 21,47 (Obrázek 19) byl změněn 
poměr mobilních fází. Prodlouţena byla také doba separace a zvýšen podíl organické sloţky 
mobilní fáze (Obrázek 20) 
 
 
Obrázek 20: Chromatogram s poměrem mobilní fáze od 17,5 – 25 minuty 80:20, MeOH:H2O,průtok 0,6 ml/min, 
Restek 
 
 Rozdělení látek nebylo opět úspěšné, takţe byla provedena další úprava gradientu 
(Tabulka 22) jiţ od 14. minuty (Obrázek 21). 
 
Tabulka 22: Upravený gradientč.3 
čas [min] 0 10 11 12 14 16 21 22 24 25 27 
HAc [%] 90 90 60 40 20 10 30 40 60 90 90 
MeOH [%] 10 10 40 60 80 90 70 60 40 10 10 
 
 
Obrázek 21: Chromatogram s gradientem č.3, průtok 0,6 ml/min, Restek 
 
 Jelikoţ ani jedna z předchozích úprav nepomohla k lepší separaci sloţek směsného píku, 
byla dále testována změna organického rozpouštědla mobilní fáze. Pro tento účel byl upraven 
gradient (Tabulka 23) a místo methanolu byl pouţit acetonitril. 
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Tabulka 23: Upravený gradient č.4 s ACN 
čas [min] HAc [%] ACN [%] 
0 90 10 
12 90 10 
13 78 22 
14 60 40 
17 20 80 
26 40 60 
27 60 40 
28 90 10 
30 90 10 
 
Obrázek 22: Chomatogram s gradientem (Tabulka 23), průtok 0,4 ml/min, Restek 
 
 Pouţitím acetonitrilu došlo k vzniku jednoho směsného píku (Obrázek 22). Nepomohla ani 
změna obsahu organické fáze v časovém rozmezí od 17. do 26. minuty. Došlo pouze k zúţení 
tohoto píku. Jelikoţ pouţití nákladnějšího acetonitrilu významně nenapomohlo k rozdělení 
většiny látek, byla namíchána organická část mobilní fáze ze dvou sloţek - 
methanol:acetonitril v poměru 90:10. 
 
Tabulka 24: Upravený gradient ACN:MeOH 
čas [min] HAc [%] (ACN : MeOH, 10:90)[%] 
0 90 10 
12 90 10 
13 78 22 
14 60 40 
17 10 90 
26 40 60 
27 60 40 
28 90 10 
30 90 10 
 
Obrázek 23: Chromatogram s gradientem (Tabulka 24), průtok 0,6 ml/min, Restek 
 
Kolona: Restek Ultra Aqueous  C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 µm 
Průtok: 0,4 ml/min 
Teplota: 30 °C 
Kolona: Restek Ultra Aqueous  C18, 250 mm x 4,6 mm, 
5 µm 
Průtok: 0,6 ml/min 
Teplota: 30 °C 
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 Protoţe směsný pík se nepodařilo rozdělit ţádným z pouţitých způsobů, byly dosaţené 
výsledky konfrontovány literaturou. Ukázalo se, ţe ani jiné skupiny autorů z renomovaných 
laboratoří [59] nedokázaly tuto skupinu látek uspokojivě rozdělit a pracovali se směsným 
píkem. Důleţité bylo, zda do této oblasti nespadá některý z derivátů fenolických látek, který 
mohl být kvantifikován, k němuţ byl k dispozici standard. 
 Dalším krokem optimalizace analýzy polyfenolických látek bylo tedy určit retenční časy 
dostupných standardů za podmínek optimální separace sloţek piva. Směs standardů byla 
smíchána se vzorkem piva. Byl pouţit optimální gradient (Tabulka 24) a podmínky, 
za kterých došlo k nejlepšímu rozdělení látek. Analýzou standardů bylo zjištěno, ţe sledované 
látky mají retenční časy v rozmezí od 8. do 15. minuty. Dle této skutečnosti byl 
naprogramován finální gradient pro uspokojivé kvantitativní stanovení vybraných fenolických 
látek, který byl vyuţit při měření všech vzorků (Tabulka 25). 
 
Tabulka 25: Konečny gradient 
čas [min] 
HAc 
[%] 
MeOH 
[%] 
0 60 40 
5 40 60 
6 20 80 
7 10 90 
16 20 80 
19 40 60 
21 60 40 
23 60 40 
 
 Výsledkem optimalizace je tedy metoda stanovení individuálních polyfenolu, která trvá 
23 minut a probíhá při 35 °C. Separace probíhá gradientovou elucí s mobilními fázemi MeOH 
a 1% vodný roztok kyseliny octové. Kolona byla zvolena Restek Ultra Aqueous  C18, 250 
mm x 4,6 mm, 5 µm. Průtok byl nastaven na 0,4 ml/min, coţ umoţňuje mimo jiné i napojení 
na on-line MS detekci. 
5.6.4 Optimalizace úpravy vzorku 
 Posledním krokem optimalizace metody stanoveni polyfenolických látek pomocí 
HPLC/PDA bylo vyřešit otázku, v jaké formě bude vzorek na kolonu nastřikován. 
K optimalizaci byl pouţit vzorek piva Lobkowitz.  
 První úpravou byla kyselá hydrolýza vzorku s 1,2M HCl, v poměru 1:1. Jak můţeme vidět 
na Obrázek 24, nedošlo k úplnému rozdělení látek a píky v retenčním čase 7,32 a 9,94 
s největší pravděpodobností můţeme povaţovat za směsné. 
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Obrázek 24: Chromatogram vzorku piva po hydrolýze 
 
 Další moţností úpravy vzorku bylo, provést hydrolýzu a extrakci do ethylacetátu. Jak 
můţeme vidět na Obrázek 25, ani tato úprava vzorku není optimální pro detekci jednotlivých 
látek fenolické povahy. Změna sestavy fenolických látek byla významná a vyhodnocení by 
bylo velmi obtíţné. 
 
Obrázek 25: Chromatogram vzorku piva po hydrolýze a extrakci do ethylacetátu 
 
 Po předchozích neuspokojujících výsledcích, byl vzorek podroben jen extrakci do 
ethylacetátu. Ani zde nebylo dosaţeno optimálních výsledků (Obrázek 26). 
 
Obrázek 26: Chromatogram vzorku piva po extrakci do ethylacetátu 
 
 Nakonec se potvrdilo, ţe nejlepší aplikace vzorku piva je přímý nástřik odplyněného 
filtrovaného (mikrofiltr 0,22 m) piva na kolonu. Tento způsob byl nakonec zvolen jako 
optimální a byl pouţíván pro analýzy u všech vzorků (Obrázek 27). 
 
Obrázek 27: Chromatogram vzorku piva po přímém nástřiku - Lobkowicz 
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Obrázek 28: Chromatogram nealkoholického piva Bernard 
 
 
Obrázek 29: Chromatogram nealkoholického piva Staropramen 
 
 U všech tří základních neochucených piv došlo k uspokojivé separaci látek fenolické 
povahy Obrázek 28, Obrázek 29. Chromatogram s popisem jednotlivých fenolických látek je 
přiloţen v Příloha 14. Pro jednotlivé fenolické látky byly stanoveny limity detekce a 
kvantifikace Tabulka 26 metodou popsanou v kapitole 4.4.4. 
 
Tabulka 26: Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) pro UV detekci individuálních fenolických látek 
LOD LOQ
PDA (mg L
-1
) PDA (mg L
-1
)
Epikatechin 0,024 0,066
(-)-Katechin 0,027 0,069
Naringenin 0,020 0,061
Kvercetin 0,025 0,063
Morin 0,044 0,126
Rutin 0,022 0,061
Kys. Ferulová 0,037 0,109
Kys. Chlorogenová 0,041 0,120
Kys. Gallová 0,025 0,067
Standard
 
 Polyfenolické látky byly analyzovány metodou, jejíţ optimalizace je popsána v kapitole 
4.4. Kvalitativní vyhodnocení bylo provedeno na základě známých retenčních časů, 
dostupných standardů. Plocha jednotlivých píků byla následně dosazena do příslušných 
kalibračních křivek (Tabulka 27) a vypočítána tak koncentrace přítomných fenolických látek. 
Grafy jednotlivých kalibračních křivek jsou uvedeny v Příloha 4 aţ Příloha 13. 
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Tabulka 27: Rovnice lineární regrese kalibračních křivek standardů polyfenolických látek 
Morin y = 141547x
Rutin y = 36494x
Katechin y = 28929x
Naringenin y = 7751,7x
Epikatechin y = 43510x
Kvercetin y = 418166x
Myricetin y = 108102x
Kys. Gallová y = 116062x
Kys. Chlorogenová y = 132789x
Kys. Ferulová y = 133204x   
 
Tabulka 28: Přehled obsahu individuálních fenolických látek v komerčních pivech 
1 2 3 4 5
Kys. Gallová Katechin Epikatechin
Kys. 
Chlorogenová Rutin
příchuť
Nealko 1,801 ± 0,235 1,175 ± 0,152 1,041 ± 0,197 0,205 ± 0,034 0,110 ±  0,013
Višeň 2,385 ±  0,127 1,315 ±  0,179 1,551 ±  0,118 0,404 ± 0,046 4,662 ± 0,328
Švestka 1,062 ±  0,132 1,128 ± 0,148 1,808 ± 0,186
Nealko
1,934 ±  0,210 0,776 ±  0,086 1,215 ±  0,213 0,153  ±  0,015 *0,055 ± 0,008
Lemon
1,632 ± 0,142 1,039 ±  0,107 1,759 ±  0,236 ND ND
Nealko 2,295 ±  0,218 0,830 ±  0,073 1,622 ±  0,194 0,190 ± 0,024 0,248 ± 0,039
Apple 0,581 ±  0,073 0,313 ±  0,043 1,041 ±  0,122 *0,071 ± 0,008 0,093 ± 0,009
Lemon 0,481 ±  0,023 0,250 ±  0,073 1,109 ±  0,143 *0,059 ± 0,006 0,478 ± 0,058
Lobkowicz Nealko 1,882 ±  0,174 1,270 ±  0,325 1,034 ± 0,097 0,222 ± 0,038 0,213  ± 0,034
Kys. Ferulová Myricetin Morin Naringenin Kvercetin
příchuť
Nealko 1,177 ±  0,136 ND ND ND ND
Višeň 1,646 ± 0,142 ND ND ND ND
Švestka 1,938 ± 0,201 ND ND ND ND
Nealko
0,177 ± 0,024 ND ND 0,060 ± 0,007 ND
Lemon
ND ND ND *0,025 ± 0,004 ND
Nealko 0,164 ± 0,021 ND ND *0,041 ± 0,002 ND
Apple 0,105 ± 0,014 ND ND ND ND
Lemon 0,157 ± 0,019 ND ND ND ND
Lobkowicz Nealko 0,325 ± 0,048 ND *0,093 ± 0,009 0,076 ± 0,008 ND
c [µg/ml]
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* Hodnoty koncentraci jsou jen orientační, ND – látka nebyla detekovaná 
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Graf 23: Výsledky individuálních majoritních fenolických látek v komerčnívh  pivech 
 
 Mezi velmi časté a hojně zastoupené látky fenolické povahy přítomné v pivu patří 
epikatechin, katechin a kyselina gallová. Tyto látky byly detekovány ve všech 
nealkoholických pivech, a to v poměrně vysokých koncentracích. 
 Kyselina gallová se v nealkoholických pivech vyskytovala v rozmezí koncentrací 
 0,481 – 2,385 mg/l, přičemţ nejniţší hodnota patří nealkoholickému pivu Bavaria Lemon a 
nejvyšší Bernardu s příchutí višně. Vysoký obsah kyseliny gallové měla i všechna 
neochucená nealkoholická piva, která byla vybrána pro další ochucení - Bernard 1,801 mg/l, 
Staropramen 1,934 mg/l a Lobkowicz 1,882 mg/l. 
 Dalším polyfenolem je katechin, který se vyskytoval v pivech v rozmezí  
od 0,250 – 1,270 mg/l. Nejniţší koncentrace byla zaznamenána u piva Bavaria s příchutí 
jablek a citronu. Nejvyšší obsah této látky mělo višňové nealkoholické pivo značky Bernard. 
Při kvantifikaci mohlo dojít k ovlivnění výsledků epikatechinem, jelikoţ v chromatogramu se 
píky vyskytovaly velice blízko sebe a často nemohly být kvantifikovány jednotlivě, jako tomu 
je u švěstkového piva Bernard. V Graf 23 je u tohoto piva vysoká koncentrace katechinu, 
jedná se zde pravděpodobně o směsný pík epikatechinu a katechinu. 
 U epikatechinu bylo rozmezí koncentrací od 1,034 mg/l, tato koncentrace byla naměřena 
pro nealkoholické pivo značky Lobkowicz, do 1,759 mg/l. Tuto koncentraci epikatechinu 
obsahoval výrobek Staropramen Lemon. 
 Další velmi frekventovanou látkou v analyzovaných pivech (Tabulka 28) je kyselina 
ferulová. Nejvyšší koncentrace byla naměřena u nealkoholického piva  
Bernard – Švestka 1,937 mg/l. Tento výsledek dokazuje, ţe sirup, který byl výrobcem 
přidáván, pravděpodobně obsahoval značný ovocný podíl pocházející ze švestek, pro které je 
vysoký obsah kyseliny ferulové typický [60]. 
71 
 
 Další látka, kterou osahují všechna piva, aţ na Staropramen Lemon, je rutin. Koncentrace 
se zde pohybovala v mezích od 0,093 – 4,662 mg/l. V nealkoholickém pivu Bernard s příchutí 
višeň byl rutin detekován v koncentraci 4,662 mg/l, vysoký obsah byl také zaznamenán u piva 
stejné značky, ale s příchutí švestkovou - 1,808 mg/l. Za tuto vysokou koncentraci rutinu je 
zodpovědný pravděpodobně přidaný švestkový a višňový sirup.  
 Poslední majoritní fenolickou látkou nacházející se v pivu je kyselina chlorogenová, která 
byla detekována u všech piv mimo Staropramen Lemon. Nejvyšší koncentraci kyseliny 
chlorogenové mělo opět pivo značky Bernard Švestka - 1,128 mg/l.  
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Graf 24: Výsledky analýzy individuálních minoritních fenolických látek v komerčních pivech 
 
 Jako minoritní lépe fenolické látky, byly označeny ty látky, jejichţ koncentrace 
v jednotlivých pivech nepřesáhla 1 mg/l. Jedná se o myricetin, morin, naringenin a kvercetin. 
 Myricetin a kvercetin nebyly v komerčních pivech detekovány vůbec. Další fenolickou 
látkou byl morin, jehoţ přítomnost byla potvrzena u piva Lobkowicz v koncentrací  
0,093 mg/l, coţ je hodnota neodpovídající LOQ, proto povaţujeme tuto hodnotu pouze jako 
orientační. Nejvyšší mnoţství naringeninu 0,079 mg/l mělo pivo Lobkowicz. Obsah této 
minoritní fenolické látky byl zaznamenán i u nealkoholického piva značky 
Staropramen -  0,060 mg/l Graf 24. 
  
 Individuální polyfenolické látky byly stanoveny také v extraktech brusinek, malin a kořene 
zázvoru. Také zde je moţné rozdělit dle četnosti výskytu a koncentrace fenolické látky 
na majoritní a minoritní. Z výsledků v Graf 25 vyplývá, ţe brusinky a maliny jsou velice 
cenným zdrojem látek fenolické povahy. Kromě vysoké koncentrace antokyanů (Graf 10) zde 
byly naměřeny také nezanedbatelná mnoţství kyseliny gallové, katechinu, epikatechinu, 
kyselin chlorogenové a kyseliny ferulové, v menší míře také rutinu. U extraktu z kořene 
zázvoru byl detekován ve větší míře pouze rutin, kyselina ferulová a chlorogenová. 
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Tabulka 29: Přehled výsledků analýzy individuálních fenolických látek v extraktech z malin, brusinek a zázvoru 
Kys. Gallová Katechin Epikatechin Kys. Chlorogenová Rutin
Extrakt
malina 10,854 ± 1,213 1,754 ± 0,286 2,551 ± 0,315 1,409 ± 0,137 ND
brusinka 3,160 ± 0,876 5,662 ± 0,986 2,670 ± 0,328 6,650 ± 0,992 2,319 ± 0,329
zázvor ND 0,231 ± 0,086 0,647 ± 0,045
Kys. Ferulová Myricetin Morin Naringenin Kvercetin
Extrakt
malina 1,507 ± 0,267 ND 0,206 ± 0,043 0,167 ± 0,017 ND
brusinka 10,687 ± 0,903 1,521 ± 0,108 ND ND ND
zázvor 0,205 ± 0,067 ND ND ND ND
c [µg/ml]
12,618± 1,401
c [µg/ml]
 
ND – látka nebyla detekovaná 
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Graf 25: Obsah individuálních látek fenolické povahy v extraktech - majoritní 
 
 Obsah epikatechinu u malin, byl 2,551 mg/l a u brusinek 2,670  mg/l. U těchto dvou 
surovin byla také zaznamenána vysoká koncentrace katechinu, maliny – 1,754 mg/l,  
brusinky – 5,662 mg/l. Kyselinu gallovou obsahoval malinový extrakt v koncentraci 
10,854 mg/l, u brusinkového byla koncentrace 3,160 mg/l. V zázvoru nebyla tato kyselina 
kvantifikována vůbec. Vysoká byla také koncentrace kyseliny ferulové u brusinek 
10,688 mg/l a u malin 1,508 mg/l. Poměrně nízká koncentrace této kyseliny byla u extraktu 
získaného ze zázvoru 0,205 mg/l. Další fenolickou kyselinou, která měla poměrně vysoké 
zastoupení u šťávy z brusinek, byla kyselina chlorogenová 6,650 mg/l. Jiţ viditelně niţší 
koncentrace této látky měly maliny1,409 mg/l, nejniţší obsah měl zázvor s hodnotou 0,231 
mg/l Graf 25. Rutin je poslední majoritní fenolickou látkou, která byla detekována 
u brusinky – 2,319 mg/l a zázvoru 0,647 mg/l. 
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Graf 26: Obsah individuálních fenolických látek v extraktech – minoritních 
 
 Jako minoritní fenolické látky se ukázaly myricetin, morin a naringenin. V ţádném 
z extraktů nebyl detekován kvercetin. Nejvyšší koncentrace z minoritních fenolických látek 
byla nalezena u brusinek, a to myricetinu 1,521 mg/l, který je typickou fenolickou látkou pro 
brusinky [60]. Dále pak byl výskyt polyfenolických látek uţ jen v extraktu z malin - morin 
0,206 mg/l a naringenin 0,167 mg/l Graf 26. 
 
Tabulka 30: Obsah individuálních látek fenolické povahy v µg na 1g medu a lyofilizovaných surovin 
Kys. Gallová Katechin Epikatechin Kys. Chlorogenová Rutin
příchuť
med 1,268 ± 0,053 ND 0,537 ± 0,235
malina 57,013 ± 0,444 20,107 ± 0,789 ND 6,726 ± 0,821 2,190 ± 0,249
brusinka 6,523 ± 0,307 28,301 ± 0,331 12,610 ± 0,295 20,713 ± 0,658 3,260 ± 0,403
zázvor 3,603 ± 0,133 1,269 ± 0,504 0,802 ± 0,172
Kys. Ferulová Myricetin Morin Naringenin Kvercetin
příchuť
med ND ND ND ND 1,487 ± 0,082
malina 11,937 ± 0,296 ND ND ND ND
brusinka 14,577 ± 2,110 1,206 ±0,871 ND ND ND
zázvor 6,508 ± 0,827 ND ND 0,519 ± 0,033 ND
c [µg/g]
c [µg/g]
35,167
29,001
 
ND – látka nebyla detekovaná 
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Graf 27: Obsah fenolických látek v µg na 1 g medu a lyofilizované suroviny – majoritní  
 
 Nejvyšší koncentrace kyseliny gallové byla nalezena v malinovém 
lyofilizátu - 57,014 µg/g, také v brusinkách byl obsah této kyselin vysoký 6,524 µg/g. 
V zázvoru byla koncentrace 3,603 µg/g. Nejniţšíší obsah kyseliny gallové byl zaznamenán 
u vzorku medu, kde bylo naměřeno 1,269 µg/g. U kvantifikace katechinu a epikatechinu došlo 
opět k problému, kdy se tyto dvě látky, vyskytovaly ve směsném píku. Bylo tomu tak u medu 
a zázvoru. Katechin byl detekován u malin 20,107 µg/g a brusinky 28,301 µg/g, zde ale opět 
mohlo dojít k ovlivnění ze strany epikatechinu, případně dalších derivátů Graf 27, 
Tabulka 30.  
 Kyselina chlorogenová nebyla detekována pouze u medu, v malinách se vyskytovala 
koncentraci 6,727 µg/g, v brusince 20,713 mg/l a zázvoru 1,270 µg/g. Dalším majoritně 
zastoupeným polyfenolem je rutin, jenţ byl analyzován u všech surovin. Největší zastoupení 
rutinu bylo detekováno u brusinek 3,261 µg/g, dále pak v malinách 2,190 µg/g. V menším 
mnoţství byl rutin obsaţen v zázvoru 0,802 µg/g a medu 0,537 µg/g. Poslední fenolickou 
látkou zastoupenou v surovinách ve větší míře je kyselina ferulová Graf 27. Její obsah je 
nejvyšší v brusinkách 14,577 µg/g a malinách 11,937 µg/g. V medu nebyla tato látka 
obsaţena vůbec a v zázvoru v koncentraci 6,508 µg/g. 
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Graf 28: Obsah fenolických látek v µg na 1 g medu a lyofilizované suroviny – minoritní 
 
 Z minoritně zastoupených fenolických látek, byla vysoká koncentrace u vzorku brusinky, 
kde byla koncentrace myricetinu 1,267 µg/g. Větší mnoţství kvercetinu obsahoval rovněţ 
med - 1,487 µg/g. Také v zázvoru došlo k detekci narigeninu v koncentraci 0,519 µg/g 
Graf 28. 
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Tabulka 31: Přehled obsahu individuálních fenolických látek v ochucených pivech 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kys. Gallová Katechin Epikatechin Kys. Chlorogenová Rutin Kys. Fellurová Myricetin Morin Naringenin Kvercetin
značka surovina úprava vzorku
1 1,287 ± 0,123 0,109 ± 0,015 1,751 ± 0,165 0,275 ± 0,067 0,060 ± 0,003 1,157 ± 0,132 ND ND ND 0,054 ± 0,006
2 2,951 ± 0,237 1,571 ± 0,131 1,624 ± 0,158 0,306 ± 0,052 0,060 ± 0,002 1,116 ± 0,128 ND ND ND ND
lyofil 2,448 ±  0,215 1,334 ± 0,108 0,911 ± 0,088 0,288 ± 0,049 *0,022 ± 0,004 1,354 ± 0,131 ND ND 0,164 ± 0,017 ND
mraž 3,115 ± 0,287 1,198 ± 0,149 1,570 ± 0,144 0,162 ± 0,032 *0,029 ± 0,003 1,133 ± 0,141 ND ND *0,051 ± 0,006 ND
lyofil 2,924 ± 0,264 1,769 ± 0,178 1,442 ± 0,131 0,214 ± 0,039 0,087 ± 0,006 2,328 ± 0,206 ND ND ND ND
mraž 2,242 ± 0,198 0,909 ± 0,087 1,433 ± 0,129 0,201 ± 0,036 *0,039 ± 0,005 0,936 ± 0,091 ND ND 0,194 ± 0,028 ND
lyofil 1,460 ± 0,110 1,565 ± 0,138 1,220 ± 0,126 0,602 ± 0,082 0,135 ± 0,028 1,925 ± 0,168 ND ND 0,192 ± 0,026 ND
mraž 3,114 ± 0,310 1,543 ± 0,126 1,875 ± 0,171 0,333 ± 0,054 0,112 ± 0,015 1,514 ± 0,152 ND ND ND ND
1 3,504 ± 0,306 1,632 ± 0,149 0,847 ± 0,032 0,456 ± 0,058 0,175 ± 0,029 0,263 ± 0,041 ND ND 0,067 ± 0,008 *0,038 ± 0,011
2 3,042 ± 0,296 1,27 ± 0,117 0,718 ± 0,047 0,327 ± 0,065 0,121 ± 0,019 0,474 ± 0,061 ND *0,028 ± 0,004 ND 0,093 ± 0,009
lyofil 3,703 ± 0,314 1,417 ± 0,129 1,083 ± 0,098 0,322 ± 0,082 *0,022 ± 0,003 0,714 ± 0,086 ND ND 0,062 ± 0,008 ND
mraž 2,053 ± 0,209 1,009 ± 0,105 0,667 ± 0,038 0,230 ± 0,064 0,194 ± 0,018 0,228 ± 0,040 *0,019 ± 0,002 ND *0,020 ± 0,003 ND
lyofil 3,285 ± 0,295 1,470 ± 0,132 0,513 ± 0,034 0,205 ± 0,058 0,078 ± 0,007 0,747 ± 0,058 ND ND ND ND
mraž 3,131 ± 0,298 1,523 ± 0,128 0,940 ± 0,091 0,296 ± 0,047 0,406 ± 0,086 0,275 ± 0,041 ND ND *0,047 ± 0,006 ND
lyofil 1,567 ± 0,135 1,419 ± 0,129 0,696 ± 0,42 0,282 ± 0,045 0,134 ± 0,026 0,884 ± 0,087 ND ND 0,195 ± 0,027 ND
mraž 4,404 ± 0,452 1,824 ± 0,184 1,194 ± 0,109 0,378 ± 0,059 0,255 ± 0,035 0,262 ± 0,040 ND ND ND ND
1 2,621 ± 0,201 1,078 ± 0,103 1,735 ± 0,186 *0,117 ± 0,008 *0,040 ± 0,004 0,234 ± 0,042 ND ND ND ND
2 2,988 ± 0,235 1,252 ± 0,156 1,869 ± 0,195 0,295 ± 0,031 0,085 ± 0,006 0,342 ± 0,049 ND ND ND ND
lyofil 1,158 ± 0,101 0,884 ± 0,082 0,916 ± 0,091 0,125 ± 0,011 ND 0,254 ± 0,046 ND ND ND ND
mraž 1,462 ± 0,125 0,704 ± 0,065 1,219 ± 0,188 *0,064 ± 0,001 *0,024 ± 0,003 0,207 ± 0,052 ND ND 0,166 ± 0,018 ND
lyofil 2,864 ± 0,212 0,752 ± 0,070 1,246 ± 0,196 0,188 ± 0,019 *0,042 ± 0,005 0,257 ± 0,054 ND ND ND ND
mraž 2,221 ± 0,207 1,006 ± 0,093 0,968 ± 0,097 0,176 ± 0,021 ND 0,171 ± 0,019 ND ND ND ND
lyofil 4,074 ± 0,401 1,248 ± 0,152 1,136 ± 0,106 0,360 ± 0,072 *0,028 ± 0,004 0,769 ± 0,062 0,545 ± 0,061 ND *0,051 ± 0,012 ND
mraž 3,595 ± 0,348 1,090 ± 0,101 1,784 ± 0,184 0,346 ± 0,085 0,139 ± 0,021 0,171 ± 0,020 *0,027 ± 0,003 ND ND ND
zázvor
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* Hodnoty koncentraci jsou jen orientační, ND – látka nebyla detekovaná 
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Graf 29: Obsah kyseliny gallové v ochucených pivech  
 
 Zjištěné výsledky jsou důkazem, ţe kyselina gallová patří mezi často se vyskytující fenolické 
kyseliny (Tabulka 31, Graf 29). Nejvyšší vzrůst koncentrace je moţné sledovat u piv 
ochucených šťávou z brusinek. Obsah kyseliny gallové se v ochucených pivech pohybuje 
v rozmezí od 1,158 mg/l (medové pivo Bernard) do 4,404 mg/l (Lobkowicz se šťávou 
z brusinek). Ochucením piva, ať uţ lyofilizáty, extrakty, či medem došlo ve většině případů 
ke zvýšení koncentrace kyseliny gallové.  
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Graf 30: Obsah katechinu v ochucených pivech  
 
 Katechin byl u všech vzorků ochucených piv kvantifikován jako samostatný pík. Mohlo 
ovšem dojít k ovlivnění epikatechinem, který měl velice podobný retenční čas, případně jinými 
deriváty katechinu. Z Graf 30je patrné, ţe nejvyšší obsah katechinu byl u ochucených piv 
Bernard, kromě medového piva, kde byla naměřena vůbec nejniţší koncentrace katechinu ze 
všech vzorků (0,509 mg/l). Důvodem můţe být fakt, ţe mezi přípravou vzorku a meřením 
vznikla časová prodleva, ve které mohlo dojít k degradaci některých látek. Nejvyšší koncentrace 
ze série ochucených piv byla nalezena ve vzorku ochuceném lyofilizovaným zázvorem – 
Bernard (1,769 mg/l) a extraktem z brusinek - Lobkowicz (1,828 mg/l).  
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 Pivo Lobkowicz mělo téţ, podobně jako pivo značky Bernard, vysokou koncentraci katechinu 
u všech příchutí. V pivu Staropramen byl katechin obsaţen nejméně. Niţší koncentrace byla u 
piv s malinovým extraktem (0,704 mg/l) a lyofilizovaným zázvorem (0,752 mg/l). Nejvyšších 
hodnot dosahovaly piva s příchutí medu 1,252 mg/l a brusinky1,248 mg/l (Tabulka 31, Graf 30). 
Výsledná koncentrace katechinu u jednotlivých piv odpovídá přídavků příslušných surovin 
v závislosti na jejich mnoţství, úpravě a téţ a na obsahu katechinu v čistém neochuceném pivu. 
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Graf 31: Obsah epikatechinu v ochucených pivech  
 
 Z Graf 31 je patrné, ţe obsah epikatechinu byl viditelně vyšší u piv značky Bernard a 
Staropramen, tento fakt odpovídá výchozím hodnotám koncentrací u neochucených piv Tabulka 
28. Bohatým zdrojem epikatechinu jsou podle výsledků med a brusinky, kde dosahovala 
koncentrace nejvyšších hodnot. Rozmezí koncentrací u ochucených piv značky Bernard je 
0,911 – 1,875 mg/l, kde nejniţší hodnota patří pivu vyrobenému z lyofilizovaných malin a 
nejvyšší brusinkovému pivu vyrobeného z extraktu. Nízká koncentrace epikatechinu u piv, kde 
bylo k ochucení vyuţito lyofilizovaných malin, odpovídá výsledkům analýzy Tabulka 30., kde 
nebyla tato látka detekována vůbec. Medové pivo Staropramen má druhý nejvyšší obsah 
epikatechinu z celé série vzorků ochucených piv - 1,869 mg/l. Naopak nejméně zastoupený byl 
opět ve vzorku s lyofilizovanými malinami - 0,916 mg/l. U ochuceného piva Lobkowicz je 
rozmezí koncentrací od 0,513 mg/l do 1,194 mg/l, přičemţ nejniţší koncentrace je u piva 
z lyofilizovaného zázvoru a nejvyšší opět u medového piva. 
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Graf 32: Obsah kyseliny chlorogenové v ochucených pivech  
 
 Dalším detekovanou fenolickou látkou je kyselina chlorogenová. Tato kyselina je také běţně 
vyskytující polyfenolickou látkou a byla detekována u všech vzorků piv. Nejvyšší koncentraci 
mělo pivo Bernard ochucené lyofilizovanou brusinkou (0,602 mg/l), coţ je způsobeno relativně 
vysokým obsahem této kyseliny v brusinkách Graf 27, ale také mnoţstvím suroviny, které bylo 
zvoleno pro ochucení této značky. Také v ostatních pivech, kde bylo vyuţito brusinek 
k ochucení, ať uţ v lyofilizované formě, nebo jako extrakt, byly nalezeny vyšší koncentrace 
kyseliny chlorogenové (Graf 32, Tabulka 31). 
 Rozmezí koncentrací kyseliny chlorogenové u piva značky Bernard jsou  
od 0,201 – 0,612 mg/l. Nejniţší hodnota patří pivu s přídavkem lyofilizovaného zázvoru a 
nejvyšší jiţ zmíněnému pivu s lyofilizovanou brusinkou. U piva Lobkowicz bylo toto rozmezí 
koncentrací od 0,205 mg/l pro pivo z lyofilizovaného zázvoru, do 0,378 mg/l u piva, kde pro 
ochucení bylo vyuţito extraktu z brusinek. Pivem s vůbec nejniţším obsahem kyseliny 
chlorogenové je Staropramen s extraktem z malin - 0,125 mg/l. V ochuceném pivu této značky 
byla nejvyšší koncentrace kyseliny chlorogenové naměřena u vzorku s lyofilizovanými 
brusinkami - 0,346 mg/l. 
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Graf 33: Obsah rutinu v ochucených pivech 
 
 Další analyzovanou látkou v pivu byl falvonol rutin. V pivu Lobkowicz byla tato látka 
obsaţena ve vyšších koncentracích neţ v pivech zbývajících, coţ je zapříčiněno vyšším obsahem 
rutinu v samotném pivu Lobkowicz Tabulka 28. V ochucených pivech s brusinkou, ať uţ ve 
formě extraktu, či lyofilizátu, bylo dosaţeno vysokých koncentrací rutinu. Nejvyšší koncentrace 
ale byla analyzována u piva Lobkowicz (0,406 mg/l) při pouţití extraktu z kořene zázvoru, coţ 
by mohlo odpovídat mnoţství, které je do piva přidáváno. Téměř ţádný rutin nebyl detekován u 
piv, kde byla jako příchuť malina (extrakt), výsledek odpovídá analýze rutinu v této surovině 
(Graf 25). Rozmezí koncentrací rutinu u ochucených piv značky Bernard se pohybovalo od 
0,022 - 0,135 mg/l. Nejvyšší hodnota patří brusinkovému pivu a nejniţší odpovídá jiţ 
zmiňovanému malinovému pivu z lyofilizovaných malin. U piva Staropramen je nejniţší 
koncentrace taktéţ u malinového piva a nejvyšší opět u piva, kde bylo k dochucení vyuţito 
extraktu z brusinek Graf 33. 
 Niţší hodnoty obsahu rutinu v ochucených pivech mohou být způsobeny časově dosti 
zdlouhavou přípravou, během které mohlo dojít k úbytku některých fenolických látek.  
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Graf 34: Obsah kyseliny ferulové v ochucených pivech 
 
 Kyselina ferulová je poslední fenolickou látkou, která je v ochucených pivech majoritně 
zastoupena. Tato látka byla detekována u všech piv z rozmezí koncentrací od 0,171 mg/l 
brusinkové (extrakt) pivo Staropramenú do 2,328 mg/l (Bernard zázvorový (lyof.) Graf 34. 
Nejvyšší zastoupení kyseliny ferulové mají ochucená piva značky Bernard, coţ také odpovídá 
koncentraci, která byla u neochuceného piva zjištěna Tabulka 28 Nízké koncentrace ferulové 
kyseliny byly zaznamenány u všech ochucených piv, kde bylo vyuţito extraktu zázvoru, 
brusinek a malin. 
 Rozmezí koncentrací dosaţených u piva Bernard je od 0,936 mg/l (zázvor-extrakt), 
do 2,328 mg/l u jiţ zmíněného zázvorového piva s lyofilizátem. U piva Lobkowicz je toto 
rozmezí od 0,228 do 0,884 mg/l. Nejvyšší hodnota patří pivu s lyofilizovanými brusinkami a 
nejniţší malinovému (extrakt) pivu. Nejvyšší koncentrace kyseliny ferulové u značky 
Staropramen byla detekována u ochuceného piva s příchutí brusinek – lyofilizovaných a nejniţší 
také u brusinkového piva připraveného z extraktu brusinek. 
 Rozdíl koncentrací u surovin v lyofilizované formě a v podobě extraktu, je také doloţen ve 
výsledcích v Graf 25 a Graf 27. 
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Graf 35: Obsah myricetinu v ochucených pivech 
 
 Myricetin je flavonol, jehoţ obsah je příznačný pro bobuloviny. Tento fakt je potvrzen ve 
výsledcích analýzy ochucených piv. Nejvyšší obsah myricetinu je v pivu, kde k ochucení bylo 
vyuţito lyofilizovaných brusinek 0,545 mg/l. Přítomnost myricetinu byla také zaznamenána u 
piva Staropramen ochuceného extraktem z brusinky 0,027 mg/l a Lobkowic 0,020 mg/l, jenţ byl 
ochucen extraktem z malin. Tyto hodnoty ovšem neodpovídají LOQ (Tabulka 26) a musíme je 
brát jen jako orientační. 
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Graf 36: Obsah morinu v ochucených pivech 
 Další látkou ze skupiny flavonoidů je morin, který byl detekován pouze u medového piva 
značky Lobkowicz 0,028 mg/l. 
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Graf 37: Obsah naringeninu v ochucených pivech 
 
 Předposlední fenolickou látkou, analyzovanou v pivech, je flavanon naringenin. Nejvyšší 
koncentrace je dle analýzy v neochuceném pivu Lobkowicz - 0,076 mg/l Graf 24. U tohoto piva 
byl naringenin detekován u 5 vzorků, přičemţ nejniţší koncentrace byla u příchutě s extraktem 
z malin 0,020 mg/l. U ochucených piv značky Bernard byl naringenin detekován u 3 vzorků. 
Nejvyšší koncentrace dosáhl vzorek s lyofilizovanou malinou 0,194 mg/l, nejniţší pak 
s malinovým extraktem. U piva Staropramen byla tato látka analyzována 
u 2 vzorků ochucených nealkoholických piv, v rozmezí koncentrací 0,051 – 0,166 mg/l. 
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Graf 38: Obsah kvercetinu v ochucených pivech 
 
 Kvercetin má jednoznačně nejvyšší zastoupení u ochucených piv s medem. Nejvyšší 
koncentrace u medového piva byla detekována u piva značky Lobkowicz - 0,093 mg/l. Také u 
medového piva Bernard byl kvercetin přítomen. Kvercetin nebyl detekován u ţádného vzorku 
piva s lyofilizovanou brusinkou, coţ potvrzuje i analýza této suroviny Graf 28. 
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5.7 Senzorická analýza 
 Zájem o ochucená piva ze strany veřejnosti a preference příchutí bylo testováno na širokém 
vzorku populace při příleţitosti pořádání akce Noc vědců. Účastníkům byla podávána piva s 5-ti 
různými typy příchutí. 
5.7.1 Hodnocení piv širokou veřejností – orientační senzorická analýza a spotřebitelské 
preference 
 Aby bylo moţné předloţit ochucená piva hodnotitelům k senzorické analýze, bylo nutné 
vybrat, v jakém poměru, budou jednotlivé sloţky přidávány. K tomuto účelu slouţil dotazník, 
(Příloha 15). Piva s různými poměry ochucovadel byla podávána laickým hodnotitelům 
k senzorické analýze. Jako hodnotící test byl zvolen pořadový test. Dále měli hodnotitelé 
moţnost u kaţdého vzorku popsat, co jim na dané příchuti vyhovovalo, případně bylo 
nepřijatelné. Pomocí takto získaných informací, byly vybrány poměry, které zaznamenaly 
u hodnotitelů největší úspěch. 
 K ochutnávce byla podávána ochucená piva s příchutí zázvoru (extrakt kořene) vanilky a 
kokosu (aroma), lesních plodů (malinový sirup + aroma), medu (kvalitní lesní med) a rumu 
(aroma). Hodnotitelé měli za úkol rozpoznat danou příchuť a ohodnotit chuť a vůni vzorku. 
Stupnice hodnocení byla 1 – 5, přičemţ 1 označovala nejlepší a 5 nejhorší. Vyhodnoceno bylo 
329 dotazníků, kde průměrný věk hodnotitele byl 26 let.  
 
Graf 39: Sestava hodnotitelů 
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Graf 40: Preference jednotlivých chutí 
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 Z grafu (Graf 40) vyplývá, ţe největší ohlas u hodnotitelů mělo nealkoholické pivo s příchutí 
lesních plodů. Úspěch byl zaznamenán také u medového a zázvorového piva. Naopak, piva 
s příchutí vanilky a rumu nebyla hodnocena příliš pozitivně. 
 
 
Graf 41: Výsledky hodnocení ochuceného piva se zázvorovou  
 
 V celkovém hodnocení bylo zázvorové pivo vyhodnoceno jako třetí nejchutnější pivo. Celkem 
59 % hodnotitelů zvolilo zázvorové pivo jako jasně nejlepší příchuť. Další skupina hodnotitelů 
preferovala kromě zázvorové příchuti, ještě jednu další. V 18 % šlo o příchuť medu a 16 % 
pro lesní plody. Ve zbývajících 7 % jsou zahrnuty výsledky, kde hodnotitelé měli zázvor 
na stejné úrovni jako další dvě příchutě Graf 41. 
 
Graf 42: Výsledky hodnocení ochuceného piva s vanilkovou příchutí  
 
 Z celkových 9 % lidí, kteří si zvolili pivo s příchutí vanilky jako nejlepší, umístilo 52 % 
hodnotitelů vanilkové pivo na prvním místě. U 34 % hodnotitelů se vanilkové pivo dělilo o první 
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příčku s pivem s jednou z příchutí medu, rumu a lesních plodů. Zbývajících 14 % zahrnuje 
hodnocení, kdy vanilkové pivo bylo úspěšné ještě spolu s dalšíma dvěma pivy Graf 42. 
 
Graf 43: Výsledky hodnocení ochuceného piva s příchutí lesní plody 
 
 Nejúspěšnější pivo v rámci senzorické analýzy získalo celkem 32 % hlasů, z nichţ v 58 % 
bylo pivo s příchutí lesních plodů nejchutnějším pivem. V 40 % zvolili hodnotitelé toto pivo jako 
nejlepší zároveň s další příchutí, kterou zde byl zázvor, med a vanilka. U zbývajících 2 % se pivo 
s příchutí lesních plodů umístilo na prvním místě spolu s dalšími dvěma příchutěmi Graf 43. 
 
 
Graf 44: Výsledky hodnocení ochuceného piva s medovou příchutí 
 
 Se ziskem 29 % z celkového hodnocení lze medové pivo označit jako druhé nejúspěšnější. 
Celkem u 57 % bylo medové pivo nejlépe ohodnoceným pivem. Dále pak 39 % povaţovalo 
medové pivo jako nejlepší, spolu s jednou z následujících příchutí, zázvor, rum a lesní plody. 
4 % hodnotitelů mělo na prvním místě další dvě příchutě Graf 44. 
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Graf 45: Výsledky hodnocení ochuceného piva s medovou příchutí 
  
 Nealkoholické pivo s příchutí rumu dopadlo v senzorickém hodnocení nejhůře. Získalo jen 
5 % z celkového hodnocení. Pouze 30% z těchto hodnotitelů povaţovalo rumovou příchuť jako 
jednoznačně nejlepší. U 61 % hodnotitelů se dělilo toto pivo o první příčku ještě s jednou 
příchutí. Těmito příchutěmi byla vanilka, lesní plody, med a zázvor. V 9 % bylo rumové pivo 
na první pozici s dalšími dvěma příchutěmi Graf 45. 
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5.7.2  Senzorická analýza modelových vzorků nealkoholických piv s příchutí  
 Senzorické analýze bylo podrobeno 27 vzorků nealkoholických piv, z nichţ 24 bylo 
ochucených. Pivo neslo chuť zázvoru, malin, brusinek a medu. Z kaţdé příchuti, byly 
pro senzorickou analýzu připraveny dvě varianty. 
 Hodnocení se zúčastnilo 15 hodnotitelů, ve věku od 22 – 30 let. Muţského pohlaví bylo 8 
hodnotitelů, ţenského 7. Senzorická analýza byla zaloţena na pořadovém testu a hodnocení 
celkového senzorického profilu Příloha 16.  
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Graf 46: Přehled frekvence konzumace piva hodnotiteli 
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Graf 47: Frekvence konzumace piva mužů 
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Graf 48: Frekvence konzumace piva žen 
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Graf 49: Zkušenost hodnotitelů s nealkoholickým pivem 
 
 Celkem 73 % hodnotitelů konzumuje pivo minimálně jednou týdně Graf 46. Co se týče 
konzumace nealkoholického piva, zkušenost s konzumací mělo 93% Graf 49, pravidelnými 
konzumenty bylo jen 7 % hodnotitelů. 
5.7.3 Pořadový test 
 Hodnotitelé měli za úkol u jednotlivých skupin piv (med, malina, zázvor, brusinka), dle 
oblíbenosti, určit pořadí vzorku. Nejlepšímu vzorku byla přiřazena 1 a nejhorší vzorek dostal 
číslo 9. 
 Maliny, zázvor a brusinky byly pro ochucení piva pouţity ve dvou formách. Jednou z nich byl 
extrakt získaný ze zmrzlých plodů. Druhá forma byly plody, které byly po dezintegraci 
lyofilizovány.. U medu byly voleny dvě koncentrace. V grafu se niţší koncentrace medu ukrývá 
pod značkou EXTR a vyšší pod LYOF. V pořadovém testu byla hodnocena v jednotlivých 
příchutích také čistá piva. 
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Graf 50: Výsledky pořadového testu ochucených piv 
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 Z Graf 50 lze vyčíst, ţe nejlépe dopadly ochucená piva značky Staropramen, jako druhé mělo 
nejlepší známky pivo Lobkowicz. Nejméně oblíbené byly piva značky Bernard. 
 U piv s příchutí malin byly zvoleny jako nejlepší vzorky Staropramen s malinovým extraktem 
a Staropramen s lyofilizovanými malinami. Nejhůře dopadlo pivo z pivovaru Bernard ochucené 
lyofilizovanou malinou. 
 Ve skupině piv se zázvorovou příchutí byl nejlépe hodnoceným pivem neochucený 
Staropramen, hned za ním se umístil Staropramen ochucený lyofilizovaným zázvorem. Nejméně 
oblíbené pivo z této skupiny byl Bernard - lyofilizovaný zázvor a Bernard - neochucená verze. 
 Nejlepší pivo s příchutí medu byl opět Staropramen (s niţší koncentrací), neuspělo zde pivo 
značky Bernard. 
 Jako nejlepší zástupce brusinkového piva se ukázal Staropramen, a to při aplikaci brusinek jak 
v lyofilizované formě, tak ve formě extraktu. Piva značky Lobkowicz a Bernard s touto příchutí 
neuspěla. 
5.7.4 Celková chuť 
 V této části testu byla hodnocena příjemnost celkové chuti jednotlivých piv. Hodnotitelé 
hodnotili dle stupnice příjemnosti uvedené v senzorickém dotazníku Příloha 16. 
5.7.4.1 Malina 
 
Graf 51: Příjemnost celkové chuti piva Staropramen 
 
 Aţ 40% hodnotitelů povaţuje chuť ochuceného piva Staropramen za spíše příjemnou. Zhruba 
20 % hodnotitelů označilo malinové, ale i nealkoholické pivo značky Staropramen  za příjemné a 
7 % hodnotitelů označilo malinové pivo ochucené pomocí extraktu a lyofilizátu za velmi 
příjemné Graf 51. V této skupině piv s příchutí malin je Staropramen nejúspěšnějším pivem a 
tento výsledek koresponduje i s výsledky pořadového testu  (kapitola 5.7.3). 
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Graf 52: Příjemnost celkové chuti piva Lobkowicz  
 
 Největší procento zastoupených odpovědí pro pivo Lobkowicz se vyskytují u neochuceného 
piva, kde se 67 % uţivatelů shoduje, ţe celková chuť tohoto piva je neutrální. Pivo ochucené 
pomocí malinového extraktu získalo 53 % hlasů na úrovni spíše příjemné chuti a 13 % hlasů 
chuti příjemné. Pouze 7 % hodnotitelů se domnívá, ţe chuť piva s lyofilizovanou malinou je 
velmi příjemná Graf 52. 
 
Graf 53: Příjemnost celkové chuti piva Bernard 
 
 U ochuceného piva Bernard převládá procentuální zastoupení odpovědí ve stupni chutí spíše 
nepříjemná a neutrální. Jako nepříjemnou hodnotilo chuť neochuceného piva a piva ochuceného 
lyofilizovanou malinou 13 % lidí, 7 % lidí hodnotí pivo ochucené extraktem jako nepříjemné 
Graf 53. Pivo Bernard s příchutí maliny, bylo jednoznačně nejhůř hodnoceným pivem této 
skupiny. Tento fakt opět podporuje výsledek získaný pořadovým testem Graf 50. 
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5.7.4.2 Zázvor 
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Graf 54: Příjemnost celkové chuti zázvorového piva značky Staropramen 
 
 Největší počet hodnotitelů se shodlo, ţe neochucené pivo Staropramen má celkovou chuť 
neutrální. Co se týče piva s příchutí zázvoru, vysoké procentuální zastoupení získala tato piva 
na úrovni neutrální, spíše příjemné a příjemné chuti. Pouze 20 % hodnotitelů se domnívá, ţe 
pivo se zázvorem má spíše nepříjemnou chuť. Jako velmi příjemná byla chuť zázvorového piva 
pro 6,7 % hodnotitelů Graf 54. 
 
Graf 55: příjemnost celkové chuti zázvorového piva značky Lobkowicz 
 
 Pivo Lobkowicz má nejvyšší zastoupení na úrovni spíše nepříjemné, neutrální a spíše příjemné 
chuti. 13 % hodnotitelů povaţuje zázvorové pivo (přídavek ve formě extraktu i lyofilizovaný) 
za velmi příjemné Graf 55. 
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Graf 56: Příjemnost celkové chuti zázvorového piva Bernard 
  
 Zázvorový Bernard měl úspěch na úrovni spíše příjemné chuti. Pivo vyrobené z extraktu 
zázvoru takto hodnotilo 47 % hodnotitelů, pivo z lyofilizátu 40 %. Vysoké zastoupení odpovědí 
typu spíše nepříjemná získalo pivo ze zázvorového extraktu – 33 % Graf 56. 
5.7.4.3 Brusinka 
 Jak můţeme vidět v následujících grafech Graf 57, Graf 58, Graf 59, brusinková příchuť je 
v hodnocení, u všech tří piv, velmi vyrovnanou chutí. 
 
Graf 57: Příjemnost celkové chuti brusinkového piva Staropramen 
 
 Jako spíše příjemnou označilo 40 % hodnotitelů brusinkové pivo Staropramen. Dokonce 20 % 
se domnívá, ţe pivo s pouţitím extraktu má velmi příjemnou chuť. 
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Graf 58: Příjemnost celkové chuti brusinkového piva Lobkowicz 
 
 Zde jako u jediného piva hodnotí 7 % hodnotitelů chuť brusinkového Lobkowicze jako 
nepříjemnou. Pro neutrální chuť piva z lyofilizované brusinky bylo 33% a pro příjemnou  
27 %. Ani ochucené pivo extraktem nedopadlo špatně, o jeho špíše příjemné chuti je 
přesvědšeno 47 % hodnotitelů Graf 58. 
 
Graf 59: Příjemnost celkové chuti brusinkového piva Bernard 
 
 Nejvíce hodnotitelů se shodlo, ţe pivo ochucené extraktem z brusinek má  
neutrální chuť – 67 % Graf 59. Pro chuť spíše příjemnou a neutrální, piva z lyofilizovaných 
brusinek, je 33 % hodnotitelů. Dá se tedy říct, ţe ochucením piva značky Bernard brusinkovou 
příchutí jsme dosáhli zlepšení vjemu celkové chuti. U neochuceného piva se shodlo 40% 
hodnotitelů na spíše nepříjemné chuti. 
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5.7.4.4 Med 
 
Graf 60: Příjemnost celkové chuti medového piva Staropramen 
 
 Stejné procento hodnotitelů povaţuje med ve vyšší koncentraci v pivu Staropramen 
za nepříjemný i velmi příjemný Graf 60. Nejvyšší procento zastoupených odpovědí je, u piva 
s niţší koncentrací medu, na úrovni spíše příjemné chutě – 60 %. U stejné úrovně chuti je s 47 % 
zastoupeno pivo s vyšší koncentrací medu. 
 
Graf 61: Příjemnost celkové chuti medového piva Lobkowicz 
 
 Medové pivo Lobkowicz má opět nejvyšší procentuální zastoupení odpovědí ve středových 
poloţkách hodnocení chuti. Co se týče neutrální chuti, obě dvě medová piva jsou zde zastoupena 
na úrovni 27 %. Pro spíše příjemnou chuť bylo u medu s niţší koncentrací 60 % a u medu s vyšší 
koncentrací 53 % Graf 61. 
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Graf 62: Příjemnost celkové chuti medového piva Bernard 
 
 Nejvíce shodných hodnocení patří medovému pivu s niţší koncentrací, a to u chuti neutrální. 
Také medové pivo s vyšším obsahem medu má zde 33 %. Obě dvě medová piva jsou na úrovni 
spíše nepříjemné chuti zastoupena 20 %. Stejnému počtu hodnotitelů přijde medové pivo 
s vyšším obsahem medu jako nepříjemné Graf 62. 
5.8 Senzorický profil 
Do senzorického profilu hodnocení piv bylo zařazeno 7 parametrů, z nichţ u 6 byla hodnocena 
jejich příjemnost a intenzita a u 1 šlo jen o hodnocení příjemnosti. Do tohoto profilu byly 
zařazeny: 
- TRPKOST – předpokládaný původ této chuti je zde především z brusinek 
- HOŘKOST – za hořkost v pivu jsou zodpovědné sloţky pocházející z chmele 
(2.2.1.2) 
- SLADKOST – jelikoţ byly pouţívány ovocné sloţky, zázvor a med na 
ochucení, dá se předpokládat, ţe ochucená piva ponesou sladkou chuť 
v závislosti na pouţité surovině. 
- KYSELOST – taktéţ jako předchozí sladkost i kyselost můţe být součástí 
ovocných sloţek. Zvýšenou intenzitu tohoto parametru lze očekávat u piv 
s brusinkou a malinou. 
- SIRUPOVÁ – na doladění chuti byly pouţívány sirupy 
- OVOCNÁ – ovocná chuť můţe mít svůj původ jiţ ze samotného piva, někdy 
nazývaná jako esterová. Další původ očekáváme ze surovin pro výrobu 
ochucených piv 
- VŮNĚ – přidáním surovin k nealkoholickému pivu, za účelem ochucení, 
došlo také ke změně vůně 
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5.8.1 Nealkoholická piva 
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Graf 63: Přehled výsledků hodnocení senzorického profilu nealkoholických piv 
 
 Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 Největší stupeň intenzit trpkosti byl zaznamenán u piva Bernard – 3 a u Lobkowicz – 2. 
U těchto dvou vzorků, co se týče příjemnosti, byla tato chuť mírně nepříjemná. Intenzitu hořkosti 
hodnotitelé určili u všech tří neochucených piv stejně, jako zřetelně zastoupenou. Pouze u piva 
Staropramen se jim tato chuť jevila jako příjemná, u zbylých dvou vzorků jako spíše příjemná. 
Sladkost neochucených piv byla ohodnocena jako nepřítomná chuť. Zvýšenou intenzitu kyselé 
chuti měla piva Staropramen a Lobkowicz. Tak jako zastoupení sladké chuti, také sirupová a 
ovocná chuť nebyly v nealkoholických pivech hodnotiteli zjištěny. Nejvíc příjemná vůně byla 
u piva Bernard – spíše příjemná Graf 63. 
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5.8.2 Malina 
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Graf 64: Přehled výsledků hodnocení senzorického profilu malinového piva 
 
Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 Nejvyšší intenzita trpké chuti byla zaznamenána u piva Bernard. U všech tří vzorků působí 
tato chuť jako spíše příjemná. Hořkost je podle hodnotitelů, u všech vzorků zobrazených ve výše 
uvedeném grafu v optimální intenzitě, přičemţ nejvíce vítaná je tato chuť u piva Lobkowicz a 
nejméně u piva Bernard Graf 64. U piva Lobkowicz a Staropramen byla zřetelně zastoupena 
sladká chuť, která byla nejvíce vítaná u vzorku piva Staropramen a nejméně u piva Bernard. 
Nejvýš ohodnocená intenzita kyselosti byla u piva Lobkowicz, u všech vzorků piv byla 
příjemnost kyselé chuti neutrální. Intenzita sirupové chuti byla u piva Lobkowicz a Bernard 
nepatrně zastoupena, nejintenzivnější je u piva Staropramen. Také zde je dle hodnotitelů 
příjemnost sirupové chuti neutrální. Ovocná chuť byla zřetelně zastoupena u piva Lobkowicz a 
Staropramen. U těchto dvou piv je také vůně hodnocena jako spíše příjemná. 
 Evidentní neúspěch malinového piva Bernard je pravděpodobně způsoben nevhodnou 
kombinací chuti malin a silně chmeleného nealkoholického piva. 
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Graf 65: Přehled výsledků hodnocení senzorického profilu u piv ochucených lyofilizovanými malinami 
 
 Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 Nejvíce trpkým vzorkem, tak jako tomu bylo u malinového piva vyrobeného z extraktu, je 
Bernard. U piv s lyofilizovanými malinami je nejintenzivněji zaznamenaná hořkost u piva 
Lobkowicz a nejniţší u piva Staropramen, kde je zároveň tento parametr povaţován jako 
nejpříjemnější Graf 65. Co se týče sladké chuti, nepatrně zastoupena je dle hodnotitelů ve 
vzorcích Staropramen a Bernard, jako spíše příjemná se však povaţuje u malinového 
Staropramenu. Kyselost je nejintenzivnější u Staropramenu, zde je ovšem také nejméně 
příjemná. Co se týče sirupové chuti ve vzorku Staropramen, není zde zastoupena tato chuť 
vůbec, v ostatních dvou vzorcích je kyselost nepatrně zastoupena. Nejvíce příjemná je ovocná 
chuť u piva Lobkowicz, a její intenzita je optimálně zastoupena. Nejlépe hodnotitelům voněl 
vzorek piva Bernard a Lobkowicz. 
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5.8.3 Zázvor 
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Graf 66: Přehled výsledků hodnocení senzorického profilu zázvorového piva vyrobeného z extraktu 
 
Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 U piv s příchutí zázvoru byla intenzita trpké chuti jen nepatrně zastoupena. Tento fakt 
hodnotitelům nevadil u piv Bernard a Staropramen. U piva Lobkowicz se zdál jako spíše 
nepříjemný. Co se týče intenzity hořké chuti, u piv Lobkowicz a Staropramen byla tato chuť 
zastoupena optimálně, více však vyhovovala u piva Staropramen. Nejvyšší stupeň sladké chuti 
byl rozpoznán u piva Lobkowicz, ale nejpříjemněji působilo na hodnotitele nepatrné zastoupení 
sladké chuti v pivu Staropramen. Nepatrně byla ve všech pivech zastoupena chuť kyselá a opět 
u piva Staropramen byla hodnocena jako spíše příjemná. Intenzita sirupové chuti byla zřetelně 
zastoupena u piva Staropramen a Bernard. Zázvorové pivo Lobkowicz nemělo sirupovou chuť 
vůbec. Optimální zastoupení ovocné chuti se zdálo být hodnotitelům u piv Bernard a 
Staropramen, u kterého byla příjemnost chuti hodnocena jako spíše příjemná. V kategorii 
příjemnost vůně, nejvíce ocenili hodnotitelé zázvorové pivo Bernard a Lobkowicz Graf 66. 
 Co se týče piva vyrobeného ze šťávy získané z kořene zázvoru, největší úspěch zaznamenalo 
pivo značky Staropramen a Bernard. 
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Graf 67: Přehled výsledku hodnocení senzorického profilu zázvorového piva vyrobené z lyofilizovaného zázvoru 
 
 Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 Trpkost piv vyrobených z lyofilizovaného zázvoru nebyla hodnocena vůbec, nebo byla jen 
nepatrně zastoupena. Nejvyšší stupeň hořkosti byl zaznamenán u piva Lobkowicz, kde byla 
hořkost zřetelně zastoupena. U zbylých dvou vzorků byla určena intenzita hořkosti jako 
optimální, ale největší spokojenost byla zaznamenána u piva Staropramen. Optimální intenzita 
sladké chuti se vyskytovala u piv Lobkowicz a Bernard, o jeden stupeň vyšší u piva 
Staropramen. Nejpříjemněji na hodnotitele působila sladká chuť piva Staropramen a Lobkowicz. 
Co se týče kyselosti, u piva Bernard nebyla zastoupena vůbec a u zbylých dvou jen nepatrně, 
přičemţ příjemnost kyselosti byla u všech piv označena jako neutrální. Sirupová chuť nebyla dle 
hodnotitelů přítomna u piva Lobkowicz. Nejvyšší intenzita ovocné chuti byla rozpoznána 
u Staropramenu, ovšem příjemnost je hodnocena u všech tří vzorků jako neutrální. Největší 
úspěch u parametru příjemnost vůně zaznamenalo pivo Lobkowicz, které bylo hodnoceno jako 
pivo se spíše příjemnou vůní Graf 67. 
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5.8.4 Brusinka 
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Graf 68: Přehled výsledků hodnocení senzorického profiu brusinkového piva vyrobeného z extraktu 
 
 Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 Jak lze vidět z výsledků uvedených v grafu, Graf 68 u brusinkových piv jsou jednotlivé 
parametry chutí a vůně velice vyrovnané. 
 U brusinkového piva se očekávalo, ţe zde bude nejvyšší stupeň intenzity trpké chuti. Je tomu 
tak u piva Staropramen, kde je tato chuť zřetelně zastoupena. Co se týče příjemnosti, hodnotitelé 
se u všech tří piv shodli na neutrální příjemnosti. U hořkosti bylo toto hodnocení identické 
s hodnocením trpké chuti. Sladkost se hodnotitelům zdála nejintenzivnější u piva Staropramen, 
kde také působila jako spíše příjemná chuť. Kyselost brusinkového piva byla u vzorku 
Lobkowicz ohodnocena jako zřetelně zastoupená. Intenzita kyselé chuti se zdála hodnotitelům 
jako neutrální u všech tří vzorků. Sirupovou chuť hodnotitelé nerozeznali u piva Bernard a 
Staropramen a pouze nepatrně cítili u piva Lobkowicz. Nejintenzivněji působila ovocná chuť 
na hodnotitele u piva Staropramen, kde byla také ohodnocena jako nejpříjemnější. Příjemnost 
vůně brusinkového piva Lobkowicz a Staropramen nese ohodnocení jako spíše příjemná. 
 103 
 
Bernard LYOF
Staropramen …
Lobkowicz LYOF
0
1
2
3
in
te
n
z
it
a
p
ří
je
m
n
o
s
t
in
te
n
z
it
a
p
ří
je
m
n
o
s
t
in
te
n
z
it
a
p
ří
je
m
n
o
s
t
in
te
n
z
it
a
p
ří
je
m
n
o
s
t
in
te
n
z
it
a
p
ří
je
m
n
o
s
t
in
te
n
z
it
a
p
ří
je
m
n
o
s
t
p
ří
je
m
n
o
s
tTRPKOST
HOŘKOST
SLADKOST
KYSELOST
SIRUPOV Á
OVOCNÁ
VŮNĚ
Brusinka - lyofilizát Bernard LYOF
Staropramen LYOF
Lobkowicz LYOF
 
Graf 69: Přehled výsledků hodnocení senzorického profilu brusinkového piva vyrobeného z lyofilizátu 
 
 Intenzita:    0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                      3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                      4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 Piva ochucená brusinkami ve formě lyofilizátu mají opět velice vyrovnaný charakter chutí. 
Vesměs všechny piva mají optimální zastoupení chutí a neutrální příjemnost Graf 69. U všech tří 
piv je zaznamenána sníţená intenzita sirupové chuti. Intenzita ovocné chuti je u vzorku piva 
Bernard na úrovni 1 – nepatrně zastoupena, avšak je zde hodnotiteli oceněna jako spíše příjemná. 
V parametru příjemnosti vůně získal nejvyšší stupeň – 3 pivo značky Lobkowicz. 
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5.8.5 Med 
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Graf 70: Přehled výsledků hodnocení senzorického profilu medového piva 
 
 Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná 
 
 Trpká chuť medového piva Bernard byla jen nepatrně zastoupena, u ostatních piv nebyla 
zastoupena vůbec. Hořkost převládala u piva Lobkowicz. U piva Bernard byla tato chuť nepatrně 
zastoupena, ale tento parametr označili hodnotitelé jako mírně nepříjemnou. Kupodivu chuť 
sladká nebyla dle většiny hodnotitelů zastoupena v pivu Bernard. Zřetelné zastoupení měla 
sladká chuť u piva Staropramen, kde také působila nejpříjemněji. Co se týče sirupové chuti, ta 
byla zachycena pouze u piva Bernard. Nejpříjemněji vonělo hodnotitelům medové pivo 
Staropramen Graf 70. 
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Graf 71: Přehled výsledků hodnocení senzorického profilu medového piva 
 
Intenzita:      0 – není vůbec zastoupena, 1 – nepatrně zastoupena, 2 – optimálně zastoupena, 
                   3 – zřetelně zastoupena, 4 – hlavní 
 
Příjemnost: 0 – nepříjemná, 1 – spíše nepříjemná, 2 – neutrální, 3 – spíše příjemná, 
                   4 – příjemná, 5 – velmi příjemná  
 
 Výsledky senzorické analýzy medového piva s vyšším obsahem medu jsou velmi podobné 
jako v předchozí skupině piv. Nedošlo zde k rozeznání trpké chuti. Vyšší intenzita hořkosti byla 
zaznamenána u piva Bernard. U všech piv byla příjemnost chuti ve většině případů označena 
jako neutrální. Vyšší obsah medu se projevil v hodnocení parametru sladké chuti. Vůbec nejvyšší 
moţné ohodnocení intenzity sladké chuti bylo v pivu Staropramen, o stupeň níţe byly 
hodnoceny intenzity zbývajících piv. Příjemnost chuti se zdála hodnotitelům jako neutrální. Není 
překvapením, ţe kyselá chuť nebyla zastoupena, pravděpodobně došlo také k jejímu potlačení 
sladkou chutí medu. Ovocná chuť nebyla u piva Bernard rozpoznána vůbec, u piva Lobkowicz 
jen nepatrně a optimální zastoupení mělo pivo Staropramen. Vůně medového piva byla u všech 
vzorků stejná, neutrální Graf 71. 
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6 ZÁVĚR  
 Předloţená diplomová práce byla věnována screeningové studii nealkoholických piv 
s různými příchutěmi. Práce je rozdělena na dvě části. První část je zaměřena na chemickou 
analýzu zdraví prospěšných látek s antioxidačními účinky, zejména polyfenolů v sérii 
neochucených i ochucených piv. V druhé části bylo úkolem ochucená piva podrobit 
senzorickému hodnocení. 
 
 Pro analýzu individuálních polyfenolických látek byla vyuţita metoda vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie HPLC/PDA, která byla v práci optiamlizována. Dále byla v pivu 
analyzována kyselina askorbová metodou HPLC-NH2/RI. Spektofotometricky byl v pivech 
proměřen obsah antokyanů, celkových polyfenolů, flavonoidů, hořkých látek a isosloučenin. 
 Senzorické hodnocení ochucených nealkoholických piv proběhlo ve třech fázích. Jako první 
byla provedena studie preference příchutí a zájmu veřejnosti o ochucená piva. Tímto způsobem 
bylo získáno a vyhodnoceno 329 dotazníků. Na základě těchto výsledků byly připraveny 
modelové vzorky s vybranými příchutěmi, jejichţ koncentrace byla optimalizována za pomoci 
průběţného orientačního senzorického hodnocení skupinou 7 hodnotitelů. Poslední fází bylo 
senzorické hodnocení finálních modelových směsí ochucených piv za přítomnosti 15 
hodnotitelů. 
 
 V práci bylo analyzováno 9 druhů piv získaných v obchodní síti (5 s příchutí a 4 bez příchutě). 
Dále byly připraveny celkem 4 druhy příchutí, z toho celkem 3 druhy ovocných směsí a  
1 příchuť medová. Ovocné příchutě byly získány ve formě extraktů a lyofilizovaných plodů. 
Smícháním připravených příchutí se 3 různými druhy nealkoholického piva (Lobkowicz, 
Bernard a Staropramen) bylo připraveno celkem 24 vzorků modelových příchuťovaných piv. 
Ve všech komerčních pivech, příchutích i modelových ochucených pivech byly analyzovány 
veškeré chemické a technologické parametry.  
 
 Nejvyšší hodnoty koncentrací celkových polyfenolů a flavonoidů dosáhla nealkoholická piva 
značky Bernard, poněkud niţší hodnoty byly nalezeny u nealkoholického piva značky 
Lobkowicz. Celkové polyfenoly a flavonoidy byly nejvyšší u lyofilizovaných příchutí získaných 
ze zázvoru a brusinky. Rovněţ brusinkové a malinové extrakty vykazovaly velmi vysoké 
hodnoty polyfenolů. V jednotlivých vzorcích ochucených piv bylo dosaţeno nejvyšších 
koncentrací celkových polyfenolů a flavonoidů u piv ochucených brusinkami a malinami, coţ je 
do jisté míry dáno vysokým zastoupením anthokyanů v těchto plodech. Nejvyšší koncentrace 
antokyanů u komerčních piv byla nalezena u ochucených piv značky Bernard  - Višeň a Švestka.  
 
 Obsah vitaminu C byl detekován ve všech pivech, nejvyšší hodnota byla u piva Bernard Free. 
Koncentrace vitaminu C vzrostla po ochucení zejména u piv s příchutí zázvoru. Pivo vykazuje 
mírně kyselé pH a ochucení malinami a brusinkami vedlo ke sníţení hodnot pH. Tento fakt 
potvrdilo senzorické hodnocení parametru intenzity kyselé chuti u těchto dvou surovin. 
 
 V rámci optimalizace HPLC/PDA metody stanovení individuálních polyfenolů, došlo ke 
zkrácení analýzy na 23 minut a k úpravě sloţení a tvaru gradientu. Separace probíhala na koloně 
Restec Ultra Aqueous při teplotě 35°C a průtoku 0,4 ml/min. Byla provedena kvalitativní a 
kvantitativní analýza následujících individuálních fenolických látek: kyselina gallová, katechin, 
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epikatechin, kyselina chlorogenová, rutin, kyselina ferulová, morin, myricetin, naringenin a 
kvercetin. 
 
 U většiny ochucených piv došlo k navýšení obsahu individuálních fenolických látek, 
v porovnání s hodnotami piv neochucených. Zvýšila se zejména koncentrace těch látek, které 
jsou pro přidávanou příchuť typické. Bylo tomu tak například u medových piv, kde byla 
zaznamenána zvýšená koncentrace kvercetinu. Majoritní zastoupení ve vzorcích piv měly 
fenolické kyseliny – chlorogenová, ferulová, dále pak katechiny – katechin, epikatechin a 
kyselina gallová. Přídavek příchuti můţe významně navýšit přidanou hodnotu piva a vést 
k přípravě nápojů s vysoce pozitivními zdravotními účinky. 
 
 Screeningového hodnocení nealkoholického piva s různou příchutí se zúčastnilo přes 300 lidí, 
ve věkovém rozmezí od 15 – 74 let. Průměrný věk hodnotitele byl 26 let a podávána byla piva 
s 5 různými příchutěmi (zázvor, vanilka a kokos, lesní plody, med a rum). Největší preference 
hodnotitelů zaznamenalo pivo s příchutí lesní plodů (32 %). Úspěch mělo také medové pivo 
(29 %) a pivo s příchutí zázvoru (25 %). Zbývající dvě příchutě, vanilková a rumová nepřesáhly 
hodnotu 10 %. 
 
 Významnou částí diplomové práce byla podrobná senzorická analýza modelových piv s 
příchutí. Podle zjištěných výsledků dávají hodnotitelé přednost spíše nealkoholickým pivům se 
sladší příchutí, jako je malinové nebo medové pivo. Nejvhodnější značkou pro ochucení se 
ukázalo pivo Staropramen, které vykazovalo nejniţší hodnoty biologicky aktivních látek. 
Naopak pivo Bernard s vysokým obsahem polyfenolů a vitaminů nebylo přijímáno tak dobře, 
pravděpodobně díky silné chmelové chuti, která se nekombinuje aţ tak dobře s jemnými chutěmi 
malin, brusinek a medu. Nejlépe hodnoceným pivem s příchutí se stalo malinové pivo 
Staropramen. Poměrně dobré hodnocení získalo malinové pivo obecně, coţ je pozitivní také 
s ohledem na vysoké zastoupení zdraví prospěšných látek u malin.  
 
 Nealkoholická piva připravená a hodnocená v této práci byla ochucena surovinami 
zpracovanými tak, aby byl zachován co největší podíl aktivních sloţek. Ve výsledku mělo 
vzniknout pivo s příjemnou chutí,  vysokou přidanou hodnotou a obsahem látek příznivých pro 
zdraví člověka a s minimem přidaných umělých sladidel a barviv. Lze se oprávněně domnívat, 
ţe právě tyto typy výrobků jsou perspektivní z hlediska spotřebitele i výrobce. Další výzkum 
bude orientován na zajištění stability aktivních sloţek ochucených piv.  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
XOD  Xanthinoxidasa 
ROS  Reactive oxygen species, reaktivní forma kyslíku 
RNS  Reactive oxygen species, reaktivní forma dusíku 
DMS  dimethyl sulfid 
HPLC   High Performance liquid chromatogramy, Vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie 
PDA Photo-Diode Array, fotodiodové pole 
UV Ultraviolet, ultrafialové 
VIS Visible, viditelný 
MS  Mass spektrometry, hmotnostní spektrometrie 
LOD  Limit of detection, limit detekce 
LOQ  Limit of quantitation, limit stanovení 
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1) Ochutnejte předložené vzorky a ohodnoťte, dle tabulek, které se nacházejí na prvním listu. U pořadového 
testu nesmí mít více vzorků stejné pořadí (1 -9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
